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Bu tez calismasinda C. coum tiiriinde, yaprak ve yaprak sap1 eksplantlar
kullanilarak somatik embriyogenesis yontemi ile rejenerasyon arastirilmistir.
Embriyojenik  kalluslarin  elde edilmesi i¢in farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda NAA, 2,4-D, BA, Kinetin ve 2-iP iceren alt1 farkli protokol
denenmistir. Tiim denemelerde kallus olusumu gozlenmistir. Ancak embriyo
olusumu, NAA, BA ve Kinetin iceren ortamlarda goriliirken 2,4-D ve 2-iP iceren
ortamlarda goriilmemistir. En yliksek rejenerasyon oranlari in vitro’da muhafaza
edilen bitkiciklerden alinan eksplantlar ile kurulan denemeden elde edilmistir. Bu
denemede kallus olusum oranlari, yaprak sapinda %84.21 ile %91.22 arasinda
degisim gosterirken, yaprak eksplantlarinda, %87.17 ile %489.74 arasinda
degismistir. Embriyo olusum oranlar1 yaprak sapi eksplantlarinda %47.36 ile
%68.42 arasinda ve yaprak eksplantlarinda %43.58 ile %69.23 arasinda degisim
gostermistir. Elde edilen somatik embriyolarin farkli gelisim agamalari taramali
elektron mikroskopu ile goriintiilenmistir ve asamalara ait farkliliklar incelenmistir.
Calismada somatik embriyogenesis diginda smirli oranda organogenesis ile
rejenerasyon olusumu da gdzlenmistir. Somatik embriyogenesis yontemi
kullanilarak elde edilen bitkicikler basarili bir sekilde dis ortama aktarilmistir ve
aktarilan bitkilerin %82.5’1 hayatta kalmistir.

Anahtar Kelimeler: Cyclamen coum, in vitro, somatik embriyogenesis
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In this thesis study, regeneration by somatic embryogenesis in C. coum was
investigated using leaf and petiole explants. Various medium containing different
combinations and concentrations of NAA, 2,4-D, BA, Kinetin and 2-iP were
established to obtain embryogenic callus. Callus formations were observed in all
experiments. Although, embryo formation was observed in medium containing
NAA, BA and Kinetin, no embryo formation was observed in medium containing
2,4-D and 2-iP. The highest regeneration rates were obtained in the cultures which
were established with explants from in vitro derived plantlets. In this experiment,
callus formation rates were ranged from 84.21% to 91.22% in petiole explants and
ranged from 87.17% to 89.74% in leaf explants. Embryo formation rates were
ranged from 47.36% to 68.42% in petiole explants and ranged from 43.58% to
69.23% in leaf explants. Different stages of somatic embryos were monitorized by
scanning electron microscope and differences of stages were investigated. In the
study, also limited regenerations via organogenesis were observed. Plantlets
obtained by somatic embryogenesis method were acclimatized successfully and
82.5% of acclimatized plants survived.

Key Words: Cyclamen coum, in vitro, somatic embryogenesis
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GENISLETILMIS OZET

Tiirkiye farkli iklimsel ozellikler gosteren oldukga farkli topografik
yapilara sahip olmasi ve 3 farkli gen kusaginda (Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve iran-
Turan) yer almasi nedeni ile olduk¢a genis bir biyolojik ¢esitlilige sahiptir.
Endemik bitkiler biyolojik cesitliligimizi olusturan en dnemli kaynaklar arasinda
yer almaktadir. Ulkemizde dogal olarak yayilis gdsteren bitkilerin yaklasik iigte
biri endemik bitkilerden olusmaktadir.

Ulkemiz siis bitkisi ve tibbi aromatik olarak degerlendirilen ve geofit
olarak bilinen bitkiler agisindan da oldukga zengindir. Ulkemizde dogal olarak
yetisen ve ticari olarak Oonemli bir hacme sahip olan geofitlerden biri siklamen
tirleridir. Tiirkiye’de 10 farkli siklamen tiirii (C. persicum, C. pseudibericum, C.
coum, C. parviflorum, C. inteminatum, C. trocopteranthum, C. hederifolium, C.
cilicium, C. mirabile, C. graecum) dogal olarak yetismektedir ve bunlardan 6 tanesi
(C. cilicium, C. pseudibericum, C. inteminatum, C. trocopteranthum, C. mirabile,
C. parviflorum) iilkemize endemiktir.

Ulkemizde farkli bolgelerde dogal olarak yayilis gdsteren C. coum tiirii,
soguga tolerans gdstermesi nedeni ile 6n plana ¢ikmaktadir ve soguk iklime sahip
Avrupa iilkeleri tarafindan talep edilmektedir. Ancak bu tiirde gelistirilmis bir ¢esit
bulunmamakta ve tiretimi yapilmamaktadir. Siklamen tiirlerinin klasik vejetatif
yontemler ile ¢ogaltiminda goriilen sorunlar biyoteknolojik yontemleri énemli bir
secenek olarak karsimiza ¢ikarmaktadir. Biyoteknolojik ydntemler arasinda
somatik embriyogenesis siklikla kullanilan bir yontemdir ve birgok siis bitkisi
tiirlinde basarili bir sekilde uygulanmustir.

Somatik embriyogenesisin en 6nemli kullanim alanlarindan bir tanesi
sentetik tohum {iretimidir. Sentetik tohumlar bitkisel materyalin ¢ogaltimi ve
muhafaza edilmesi i¢in kullanilan biyoteknolojik bir yontemdir. Literatiirde su ana
dek C. coum tiirlinde somatik embriyogenesis ¢alismasi sinirlidir ve sentetik tohum

bildiren ¢aligma bulunmamaktadir.
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Bu tez calismasinda C. coum tiirlinde somatik embriyogenesis yontemi
kullanilarak rejenerasyon saglanmig ve elde edilen somatik embriyolar aljinat
kapsiilleri ile kaplanarak sentetik tohumlar iiretilmistir.

Somatik embriyolarin {iretilmesi i¢in yaprak ve yaprak sapi eksplantlari
kullanilarak farkli denemeler kurulmustur. Bu denemelerde farkli bitki biiylime
diizenleyicileri (2,4-D, NAA, 2-iP, BA ve kinetin) ve MS besiyeri kullanilmistir.
Kullanilan BBD’lerden oksin olarak 2,4-D igeren ortamlardan kalluslar elde
edilmesine kargin somatik embriyo iiretimi saglanamamistir. Farkli NAA, BA ve
kinetin i¢eren ortamlarla kurulan denemede ise 8 farkli ortamdan (1 mg/l NAA + 2
mg/l BA, 2 mg/l NAA + 1.5 mg/l BA, 2 mg/l NAA + 2 mg/l BA, 2.5 mg/l NAA +
0.5 mg/l BA, 2.5 mg/l NAA + 1 mg/l BA, 2.5 mg/l NAA + 1.5 mg/l BA, 2 mg/l
NAA + 1 mg/l Kinetin ve 2 mg/l NAA + 2 mg/1 Kinetin) somatik embriyo iretimi
gerceklesmistir.

In vitro kosullarda elde edilen bitkilerden aliman yaprak ve yaprak sapi
eksplantlar1 4 farkl besi ortaminda (2 mg/l NAA + 1 mg/l BA, 2 mg/l NAA + 2
mg/l BA, 2 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin, 2 mg/l NAA + 2 mg/l Kinetin) kiiltiire
alinmistir. Bu ortamlardan yaprak sap1 eksplantindan %84.21 ile %91.22 oraninda
kallus olusumu goriiliirken, yaprak eksplantindan %87.17 ile %89.74 oraninda
kallus elde edilmistir. Somatik embriyo olusumu yaprak sapinda %47.36 ile
%68.42 arasinda degisim gdstermistir. Yaprak eksplantindan somatik embriyo
olusumu ise %43.58 ile %69.23 arasinda degisim gostermistir.

Elde edilen somatik embriyolarin gelisim asamalar1 stereo mikroskop ve
taramali elektron mikroskopu ile gorintiilenmis ve incelenmistir. Geligsim
asamalarindaki doku yiizeylerinde goriilen farkli yapilagsmalar tespit edilmistir.

Somatik embriyolar BBD icermeyen ortamlarda c¢imlenerek bitkiciklere
doniistiiriilmiistiir. Bitkicikler basarili bir sekilde dis ortama aktarilmistir ve

aktarilan bitkiciklerin %82.5°1 hayatta kalmistir.
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1. GIRIS Metin KOCAK

1. GIRIS

Tiirkiye 1liman iklim yapisina sahip olup bitki ¢esitliligi acisindan komsu
iilkeler ile karsilastirildiginda birgcok farkli 6zelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir.
Ulkemizde yayilis gosteren bitki tiir sayis1 yaklasik olarak tiim Avrupa kitasinda
yayilis gosteren bitki tiir sayis1 kadardir. Bu ¢esitliligin temel sebebi bitki tiirlerinin
dogal ortamlarini olusturan iilkemizin cografyasindaki zenginliktir. Dar alanlarda
olusan iklimsel farkliliklar, yapisal Ozelliklere bagl ¢esitlilikler, farkli tiplerde
toprak yapilarinin bulunmasi gibi bir takim cografik etmenler bitki yapilarinda
degisimlere ve dolayisi ile tiirlerde varyasyona sebep olmaktadir. Ayrica iilkemizin
ii¢ tarafinin denizlerle g¢evrili olmasi, kuzey ve giiney kiyilarinin ardinda daglarin
bulunmasi ve batidan doguya gidildikg¢e yiikselti farkliliklarinin artmasi bitki
yapilarmin  farkhilasmasina ve daghk alanlarda bitki topluluklarinin
kademelenmesine sebep olmustur (Avci, 2005).

Ulkemiz ayrica endemik tiirler acisindan da olduk¢a avantajli bir
konumdadir. Ortadogu ve Avrupa flilkeleri i¢cinde endemik tiirlerce en zengin
iilkelerden birisi olan Tirkiye’de, 63 familyada 2651 endemik bitki tiirii
bulunmaktadir. Baz1 tiirlerin alt tiir veya varyeteleri de endemik olup, bu say1 alt
tiir ve varyete diizeyinde 3432’ye ulagsmaktadir. Yurdumuzda 12000 dogal tiir ve
tir alti taksonu bulundugu ve bunlarin 3700’¢ yakim1 endemik bitkilerden
olusmaktadir (Arslan ve ark., 2015). Ulkemiz bu zenginligi, farkli iklimsel
ozellikler gosteren oldukga farkli topografik yapilara sahip olmasina ve 3 farkli gen
kusaginda (Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan) yer almasina borgludur. Bu
nedenle de Anadolu’da ¢ok genis bir flora ¢esitliligi goriilmektedir (Ciirtik ve ark.,
2013; Giiner, 1994).

Toprak altinda besin maddesi depolayan sogan, yumru ve rizom gibi
Ozellesmis toprak alti govdeli bitki gruplarina geofit denilmektedir ve iilkemiz
geofitler acgisindan da olduk¢a zengin bir cografyaya sahiptir (Cetik, 1973).

Geofitler tlilkemizin florasinin % 6’si1 olusturmaktadir ve Tiirkiye florasinda
1
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bulunan 12000 tiirden 688 tanesi geofit grubuna ait bitkilerdir (Ozhatay ve Byfield,
2005). Bu geofitlerin 162 tanesi iilkemize endemiktir. Ancak tarla agmalar ve asiri
otlatma, sanayilesme, tarimsal miicadeleler, orman yanginlari, kara yollarinin yol
genisletme ve yol agma faaliyetleri, izinsiz toplayicilar ve ihra¢ iriinii olarak
kullanilmasi gibi sebeplerden dolayi iilkemizde endemik olarak yetisen bu geofitler
tehdit altindadir (Kogak, 2012). Geofitlerin ¢ogu tek ¢enekliler sinifinda yer alirken
az bir kismu ¢ift ¢enekliler sinifinda yer almaktadir (Koyuncu ve Alp, 2014) ve
Amaryllidaceae (30 tiir), Ranunculaceae (222 tiir), Primulaceae (48 tiir), Araceae
(31 tiir), Geraniaceae (76 tiir), Liliaceae (419 tiir), Iridaceac (117 tiir) ve
Oxalidaceae (4 tiir) olmak iizere 8 familyadan olusmaktadir (Avcu, 2011; Ozbucak
ve ark., 2017).

Geofitlerin vejetasyon siireci ilkbahar ve sonbaharda sicakligim uygun
seviyelere gelmesi ve yagislar ile birlikte baslamaktadir. Vejetasyon siireci
icerisinde toprak {istli aksami gelisimini tamamlamakta ve kurumaktadir.
Vejetasyon donemi sonunda kuruyan bitkiler yaz aylarim toprak altindaki depo
organlarinda biriktirdikleri maddeleri harcayarak gecirmektedirler (Sevindik,
2018). Geofitler, diger bircok c¢icekli bitki ile karsilastirildiginda gdévdelerinin
toprak altinda olmasindan dolay1 olumsuz ekolojik faktorlere daha yiiksek tolerans
gostermektedir (Seyidoglu, 2009; Sargmn ve ark., 2013). Geofitler genellikle 23°
kuzey ve 45° giiney enlemleri arasinda yayilim gostermektedir. Gliney Afrika 2000
tir ile en fazla geofit tiirline sahip ililke konumundadir. Akdeniz iklimine sahip
iilkeler, Amerika ve Avusturalya ise geofit acisindan zengin diger iilkelerdir
(Dallman, 1998). Ulkemizdeki geofitlerin ¢ogu genis yayilim gdstermek icin
yliksek rakimlar1 ve sulak alanlar tercih etmektedirler (Cakir, 2017).

Bazi geofitler siis bitkisi olarak kullanilirken, bazilar1 da tibbi aromatik ve
gida olarak tiiketilmektedir. Bu tiirlerin toprak alti organlar1 toplanip ihrag¢ edildigi
icin (Celik ve ark., 2003) ve diisiik sicaklik istekleri, kisa hayat dongiisii ve
gosterisli ¢igeklere sahip olmalar1 nedeni ile ekonomik anlamda degerlidir (Fascetti

ve ark., 2014). Geofitler siis bitkileri sektoriinde ge¢ sonbahardan ilkbahara kadar
2
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uzanan bir siirecte ¢igeklenme 6zelligine sahip olmalari nedeni ile kesme ¢igek
olarak kullanildig1 gibi park ve bahgelerin diizenlenmesinde de tercih edilmektedir
(Nasircilar, 2016).

Ulkemizde dogal yayilis gdsteren ve ekonomik olarak dneme sahip geofit
bitkilerinden bir tanesi de Cyclamen cinsidir. Cyclamen cinsinin orijin merkezi

Akdeniz havzasidir ve iilkemizde 6’s1 endemik olmak iizere 12 takson ile dogal

yayilis gostermektedir, aga¢ veya cali golgelerinde iyi gelismektedirler (izgii ve
ark., 2016).

0 L__45" 50 sL

2 C. hederifolium 8 C. rohlifsianum 13 C. clicium o—
3 C. africanum 9 C. creticum 14 C. alpinum 13 g pzxg;’ﬁ?cum
5 C. repandum 10 C. rhedium 15 C. maritinum P

@ ; 20 C. colchicum
6 C. persicum 11 C. coum 16 C. cyprium 21 C. elegans
7 C. grecum 12 C. mirabile 17 C. libanoticum 25 ¢

Sekil 1.1. Cyclamen tiirlerinin Diinya iizerindeki yayilis alanlar1 (Wikipedia, 2019)

Cyclamen cinsine ait tlirlerden bir kismi ilkbaharda, bir kismu ise
sonbaharda cicek agmaktadir (Giindogan, 2003). Ilkbaharda ¢icek agan tiirler; C.
persicum Miller., C. repandum Sm-in Sibth. & Sm, C. pseud-ibericum Hildebr., C.
coum Miller., C. trochopteranthum O. Schwarz, C. parviflorum Pobed’dir.
Sonbaharda cicek acan tiirler; C. hederifolium Aiton., C. graecum Link., C.

cilicicum Boiss & Heldr., C. mirabile Hildebr’dir. Bu tiirlerden C. repandum Sm-in

3
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Sibth. & Sm., C. parviflorum Pobed, C. pseud-ibericum Hildebr, C.
trochopteranthum O. Schwarz, C. cilicicum Boiss &Heldr., C. mirabile Hildebr,
iilkemize endemik tiirlerdir (Ekim ve ark., 1991). Cyclamen cinsi, iilkemizde
Adana, Antalya, Amasya, Artvin, Aydin, Balikesir, Bolu, Canakkale, Giresun,
[zmir, Kahramanmaras, Mugla Konya, Mersin, Osmaniye, Rize ve Trabzon
illerinde dogal olarak yayilis gostermektedir (Giindogan, 2003).

Cyclamen ismi, M.O. 370-285 yillar1 arasinda yasamis olan Theophrastus
tarafindan verilmis olup latince “kuklamis” ve “kuklamiren” sozciiklerinden
tiiretilmistir. Kuklos veya cyclos daire anlamina gelmektedir ve siklamenin toprak
altt yumrularmin yuvarlak, yapraklarimin daire seklinde olmasi ya da meyve
saplarmin kivrimlar yaparak topraga dogru uzanmasi nedeni ile bu isim verilmistir
(Tanker ve Tiirkdz, 1984). Siklamen halk arasinda tavsankulagi, yer somunu veya

domuz turpu gibi isimlerle bilinmektedir.
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Tam ag1lmis ¢igek
LCH hom
Spiral formda meyve ‘ _
veya tohumkapstilii Cigek sap1 (pedisel)

Yaprak

Cicek tomurcugu
A

X AR TY

Sekil 1.2. Siklamen bitkisinin morfolojik yapist (Yal¢in Mendi ve Ciiriik, 2016)

Siklamen tiirleri yumrulu kok yapisina sahip ve vejetatif cogalma 6zelligi
olmayan ¢ok yillik uzun omiirli bitkilerdir. Uzun saph yapraklar yumrunun st
kisminda bulunan floral gévdeden direk ¢ikmaktadir. Hermafrodit ¢igekler floral
govdeden ¢ikan dik halde duran yapraksiz ¢igek sap1 ucunda bireysel ve asili olarak
bulunmaktadir. Cigekler nektar tiretmemektedir (Grey-Wilson 1988, Ciiriik 2017).
Tag yapraklar yukar1 dogru kivrilmis bes lobtan olusmustur ve tabanda bes ¢anak
yapragi ile birlesmistir. Anterler, ta¢ yaprak igerisinde yer almaktadir ve ¢icek
tabanina ¢ok kisa bir filament sap1 ile baglanmistir. Anter agilmasi ice doniiktiir ve
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polen ¢ogunlukla bir apikal por aracilig1 ile serbest birakilir. Yumurtalik ¢cok sayida
oviil igermektedir. D6llenmeden sonra tag yapraklar diiser ve dik duran ¢igek sapi
tepeden asagi dogru kivrilir. Tohumlar kahverengimsi renktedir ve topraga
salindiklar1 zaman karincalar tarafindan etrafa yayilmaktadir (Gilindogan, 2003;
Cirtk, 2017).

Siklamen bitkisi vejetatif gelisme doneminde 15-20, generatif safhada ise
12-15 °C sicaklik istemektedir. Daha yiiksek sicakliklar yaprak gelismesini tesvik
ederken, ciceklenmeyi olumsuz etkilemektedir. Oransal nemin %70 oldugu
kosullarda gelisimi ¢ok daha iyi olmaktadir. Siklamen fotoperyodizme duyarsiz
goriinmekle beraber uzun giin sartlarinda ve yiiksek 151k intensitesinde c¢icek
tomurcuklart ¢cok miktarda olusmaktadir. Yetigkin bitkiler icin 2000 lux, geng
bitkiler icin 6000 lux aydinlatma gerekmekte, ciceklenme sonrasi sulama
azaltilarak bitki dinlenmeye birakilmaktadir (Boztok, 2002). Fakat sera
kosullarinda yapilan yetistiricilikte kaliteli ve saglikli bitki {iretimini saglamak i¢in
151k yogunlugunun 30.000 lux’ten yiiksek olmamasi tavsiye edilmektedir. Bu
baglamda yaz doneminde bitkilerin asir1 151tk miktarina bagli olarak giines
yaniklarindan etkilenmemesi i¢in %60 golgeleme uygulanmasi Onerilmektedir.
Siklamen bitkisi i¢in havadar ve drenaji kolay topraklar uygundur. Agir ve ¢ok
nemli topraklar koklerin zarar gérmesine yol agarak gelisme bozukluklarina sebep
olmaktadir (Ciiriik, 2013; Sevindik, 2018).

Siklamen cinsinde bir bitkide ortalama 20-30 arasinda ¢i¢cek bulunmakta ve
her ¢icekte ortalama 20-50 arasinda tohum olusmaktadir. Dogal yagsam alanlarinda
¢ogalmalar1 tohumlar ile ger¢eklesmektedir (Bossard, 1960). Siklamen kesilerek ya
da yumrulart ayrilarak vejetatif olarak ¢ogaltilamamaktadir ve kendileme
depresyonu gosterdigi i¢cin F1 hibritlerin ebeveyn hatlarinin {iretimi ve ¢ogaltimi
zordur, tohumlar1 pahalidir. Bu nedenlerle islah¢ilar 6zellikle vejetatif iiretime
onem vermektedirler (Winkelmann, 2010). Bu nedenle siklamende in vitro

kosullarda vejetatif liretim 6n plana ¢ikmaktadir.
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In vitro’da uygulanan teknikler;

e Isgiicii maliyetlerinin azaltilmast,

e Olumsuz ¢evre sartlarindan etkilenmemesi,

e Mikrogogaltim i¢in materyal temininin kolay olmasi,

e Patojen eleminasyonu i¢in materyal elde edilmesinin kolay olmasi,

e Mevsim kosullarina bagl kalmaksizin yil boyu iiretimin yapilabilmesi gibi

bazi avantajlar saglamaktadir.

In vitro teknikler, bitki biyoteknolojisinde bitki 1slaht (embriyo kdiltiirii,
haploid bitki tretimi, somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon, in vitro
germplazm muhafazasi, gen transferi), bitki ¢ogaltimi (viriislerden ari bitki tiretimi,
mikrogogaltim, sentetik tohum firetimi) ve diger uygulama alanlar1 (sekonder
metabolit iiretimi, kimeralar ve temel arastirmalar) igin kullanilmaktadir (Ozcan ve
ark., 2001). In vitro teknikler igerisinde sik¢a kullanilan somatik embriyogenesis
siklamende etkili bir vejetatif ¢ogaltma yontemidir (Kiviharju ve ark., 1992;
Kreuger ve ark., 1995; Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Winkelmann ve ark.,
2006; Terakawa ve ark., 2008; Seyring ve ark., 2009; Winkelmann ve ark.,
2010; Jalali ve ark., 2010; Prange ve ark., 2010a, b; You ve ark., 2011; Kogak ve
ark., 2014; Winkelmann ve ark., 2015; izgii ve ark., 2016).

Somatik embriyogenesis ilk olarak havug hiicre kiiltiirlerinde Steward ve
ark. (1958) ve Reinert (1958) tarafindan gézlemlenmistir. O zamandan bu yana
somatik embriyogenesis birgok bitki tiirlinde kullanilmaktadir (Lyngved, 2008).

Somatik bir bitki hiicresinin, embriyo olugturmak i¢in ontojenik biitlin bir
programi yeniden diizenleyebilmesi yetenegi somatik embriyogenesis olarak
tanimlanmaktadir. Bu yetenek, kok ve silirglin ekseninin aynmi anda bulundugu
bipolar ve kapali bir vaskiiler sistemi igeren yapinin olusmasina imkan
vermektedir. Somatik embriyogenesis hem tek c¢enekli hem de ¢ift g¢enekli

bitkilerde olugsmaktadir (Dantu ve Tomar, 2010).
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Somatik embriyogenesis, dogada ¢evre dokularda ya da in vitro’da bulunan
dis uyaranlara cevap olarak, tek bir hiicreden ya da benzer morfolojik veya genetik
yapiya sahip hiicre gruplarindan baglayabilmektedir. Bu uyaranlar, farkli gen
transkripsiyon diizeni, morfolojisi ve gelisim sekli iceren hiicre yiginlarinin
olusmasina sebep olan genetik programi baglatmaktadir (Smertenko ve Bozhkov,
2014).

Somatik embriyogenesis, iki farkli yolla meydana gelmektedir. Bunlardan
ilki, arada kallus olusumu olmaksizin dogrudan organize dokulardan somatik
embriyolarin olustugu direk somatik embriyogenesis, ikincisi ise embriyo
olusumundan 6nce kallus fazinin bulundugu dolayli somatik embriyogenesistir (Li
ve ark., 2017; Radoeva and Weijers, 2014).

Somatik embriyogenesis siireci, embriyogenesisin uyarilmasi, embriyo
gelisimi, embriyonun olgunlasmasi ve muhafazasindan olusan farkli asamalarin
basarili bir sekilde gerceklesmesine baglidir. Embriyogenesisin uyarilmasi ve
embriyo gelisimi hiicrelerde form degisimi ve somatik embriyo olusumuna
yonlendirici degisimlerin tetiklenmesiyle baglantilidir. Embriyo olgunlagsmasinda
embriyolar ¢cimlenmeye hazirlanir ve son agama olan embriyolarin muhafazasi ise
ex vitro kosullarda somatik embriyolardan gelisen bitkiciklerin hayatta kalma ve
devam eden yasam siireclerini kapsamaktadir (Dantu ve Tomar, 2010).

Kapali tohumlularda zigotik embriyogenesis zigot ile baslar ve kotiledon
asamasl ile tamamlanir. Bu embriyojenik asamada meristemler ve siirgiin kok
govdesi olusumu saglandigi icin bitki gelisimi agisindan ¢ok Onemlidir. Zigotik
embriyogenesisin aksine somatik embriyogenesis somatik hiicrelerin embriyolara
farklilastigi eseysel olmayan bir ¢ogalma islemidir. Genel olarak somatik
embriyolarin  gelisim asamalar1 zigotik embriyolarin gelisim asamalarina
benzemektedir (Sekil 1.4.). Ancak somatik embriyolar tamamen ana dokudan
fiziksel olarak bagimsiz ve ana dokunun bilgi iceriginden bagimsiz gelisirler
(Lyngved, 2008).
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Sekil 1.3. Somatik ve zigotik embriyogenesiste embriyolarm farkli gelisim
asamalar1 (Zimmerman, 1903’ten gevirilmistir.)

Eksplant, genotip, biiyiime diizenleyiciler ve kiiltiir kosullar1 somatik
embriyogenesisi etkileyen temel faktorlerdir. Bu asagida maddeler halinde

aciklanmugtir.

1. Eksplant: Farkli eksplant tipleri (anter, polen, ovaryum, yaprak, yaprak
sap1, kok, embriyo, olgun kotiledon, ¢igek sogani) somatik embriyogenesis
icin kullanilmaktadir (Deo ve ark., 2010). Yiiksek oranda basar1 igin
eksplantin saglikli ve iyi gelisen bitkilerden alinmasi gerekmektedir.
Eksplant, uygun gelisme fizyolojisindeki bitkilerden alindiginda birgok
bitki kism1 somatik embriyogenesis i¢in kullanilabilmektedir. Ancak geng
doku ve organlar genellikle yash doku ve organlara gore daha iyi sonug
vermektedir (Ozcan ve ark., 2001).

2. Genotip: Somatik embriyo olusturma frekansi bakimindan tiirler arasinda

onemli farkliliklar gozlendigi gibi, aymi tiir igerisindeki farkli genotip ve
9



1. GIRIS Metin KOCAK

cesitlerin dahi embriyo olusturma kabiliyetleri farkli olmaktadir (Ozcan ve
ark., 2001).

3. Biiyiime diizenleyiciler: Yapilan c¢ogu somatik embriyogenesis
caligmasinda somatik embriyolarin uyarilmasi ve gelistirilmesinde benzer
yontem uygulanmaktadir. Embriyojenik hiicrelerin olusturulmasi igin
baslangi¢ ortaminda bir oksine ihtiya¢ vardir. Embriyojenik hiicreler daha
sonra somatik embriyolarin gelistirilmesi i¢in oksin igermeyen ya da ¢ok
diisik seviyede oksin igceren ortamlara aktarilmaktadir. Somatik
embriyogenesis uyartimi i¢in en yaygin kullanilan oksin herbisit olarak da
kullanilan 2,4-D’dir (Dantu ve Tomar, 2010).

4. Kiltiir kosullar:: Sicaklik, 151k kaynagi, yogunlugu ve siiresi somatik
embriyo olusumunda etkili olan 6nemli faktorlerdir (Temiz, 2009). Bazi
somatik embriyolar ¢imlenmek icin 1518a ihtiya¢ duyarken, bazilari ise

karanlik ortami tercih ederler.

Somatik embriyolarin en 6nemli kullanim alanlarindan biri sentetik tohum
tretimidir. Sentetik tohum, ilk olarak Murashige (1977) tarafindan kapsullenmis
tek bir somatik embriyo olarak tanimlanmigtir. Sentetik tohum daha genis olarak
tanimlanacak olursa, in vitro ya da ex vitro sartlarda tohum olarak ekim yapmak
icin sentetik olarak kaplanmis somatik embriyo, siirgiin ucu, hiicre yigin1 gibi
dokulardir ve ¢imlenme oOzelliklerini depolama sonrasi da muhafaza ederler
(Magray ve ark., 2017).

Sentetik tohumun bir ya da daha fazla kapsiille ¢evrili somatik embriyo
oldugu ve gercek tohumun yapisina benzedigi diistiniilmektedir (Murashige, 1977,
Baskaran ve ark., 2015; Cangahuala-Inocente ve ark., 2007; Magsood ve ark.,
2015). Kapsiil, jel maddesi ve besin maddeleri, biliylime diizenleyiciler, anti
patojenler, biyo denetleyiciler ve biyo giibreler gibi ek maddeler igerir (Rihan ve

ark., 2017; Cartes ve ark., 2009) ve sentetik tohumun kullanim ve tagima sirasinda
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korunmasini sagladigi gibi uygun kosullar altinda gergek bir tohum gibi
¢imlenmesini tesvik eder (Zulkarnain ve ark., 2015). Sentetik tohum teknolojisi,
nadir bulunan hibritlerin, elit genotiplerin, kisir kararsiz genotiplerin ve genetik
modifiye bitkilerin biiyiik 6l¢ekli ¢gogaltimini ve korunmasina imkan vermektedir
(Gantait ve ark., 2015). Ayrica tohumla ¢ogaltilamayan ekonomik olarak degerli
iirlinlerin sezona ve iklim sartlarma bagli kalmaksizin ¢ogaltimi i¢in 6nemli bir
secenektir (Taha ve ark., 2013; Grzegorczyk ve Wysokinska, 2011).

Sentetik tohum teknolojisi, ¢ikisindan bu yana somatik embriyogenesis,
kiiltiir sistemi tasarimlarinin iyilestirilmesi, somatik embriyo ve kapsiilasyon
arasindaki uyumlulugun saglanmasina yodnelik gelismelerle baglantili olarak
gelismistir (Onishi ve ark., 1994; Colgegen ve Toker, 2006). Ancak bu teknoloji,
yeterli canli eksplant iiretimi, somatik embriyolarin anormal ve asenkron geligimi,
somatik embriyolarin uygun olmayan sekillerde olgunlagsmasi, depolanacak
sentetik tohumlarda dormansi ve stres toleransi yetersizligi ve eksplantlarin
bitkiciklere doniistimiiniin zayif olmasi gibi fartorler tarafindan kisitlanmaktadir
(Ara ve ark., 2000).

Sentetik tohumlar, esas olarak kapsiillenmis kurutulmus sentetik tohumlar

ve kapsiillenmis hidratlanmis sentetik tohumlar olarak iki gruba ayrilir.

Kurutulmus sentetik tohumlar: Somatik embriyolarin kurutulmasiyla ¢iplak
olarak ya da polietilen glikol i¢inde kapsiillenerek iiretilir. Kurutma islemi
kosullara bagl olarak yavas ya da hizli olarak gergeklestirilebilir. Hizli kurumada,
sentetik tohumlar bir gece boyunca agik petri kabinda kurutulabilirken, yavas
kurutma islemi bir veya iki hafta siirebilir. Bir bitki tiiriinde kurutulmus sentetik
tohumlarin elde edilebilmesi i¢in bu bitki tiirliniin somatik embriyolarinin
kurumaya tolerans gostermesi gerekmektedir.

Hidratlanmis sentetik tohumlar: Somatik embriyogenesis ya da diger
eksplantlarin hidrojel ile kaplanmasiyla elde edilmektedir. Hidrojel kapsiilasyonu,
Redenbaugh ve ark. (1987) tarafindan kaba yonca somatik embriyolarinin

kapsiillemesi ile gelistirilmistir ve bu ¢alismadan beri hidrojel kapsiilasyon sistemi
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en ¢ok tercih edilen sentetik tohum teknigi olmustur (Sharma ve ark., 2013; Ara ve
ark., 2000; Rai ve ark., 2009). Kurutulmus sentetik tohumlar ile karsilastirildiginda,
hidratlanmig sentetik tohumlar inat¢1 ve kurumaya hassas somatik embriyolar ile
uiretilebilirler.

Potasyum aljinat, agar, gelrite, sodyum pestat gibi birgok jel maddesi
bulunmasia karsin kalsiyum aljinat en ¢ok kullanilanidir (Nongdam, 2016;
Redenbaugh ve ark., 1987). Yapay tohum tanelerini elde etmek i¢in sodyum aljinat
ile kombine edilmis farkli kimyasallar kullanilmaktadir. Cogu c¢aligmada sentetik
tohum tanelerini elde etmek igin eksplantlar sodyum aljinat ile kaplanarak
kalsiyum kloriir icerisine damlatilmaktadir.

Sentetik tohum {retiminde tek katmanli kapsiilasyon, cift katmanh
kapsiilasyon ve i¢i bos boncuklar gibi ¢esitli kapsiilasyon teknikleri
kullanilmaktadir.

Tek katmanli kapsiilasyon: Tek katmanl kapsiilasyon teknigi en basit ve en
cok tercih edilen hidrojel kapsiilleme yontemidir. Bu kapsiilleme teknigi,
eksplantlarin genellikle sodyum aljinat veya kalsiyum aljinat gibi bir hidrojel
madde ile kaplanmasiyla ve dis yiizeylerinin kalsiyum kloriir veya kalsiyum nitrat
cozeltisine damlatilarak sertlestirilmesi ile uygulanmaktadir.

Cift katmanli kapsiilasyon: Cift katmanli kapsiilasyon islemi tek katman
olarak elde edilmis sentetik tohumlarin tekrar bir tabaka ile kapsiillenmesiyle elde
edilmektedir.

Oluklu tanecikler (Hollow beads): Tek katmanli sentetik tohumlar
cogunlukla tane yilizeyine yakin bulunmasindan dolay1 embriyoyu korumakta dogal
tohumlar kadar yeterli degildir. Oluklu taneciklerin dogal tohumu tek katmanli
sentetik tohumlardan daha iyi taklit ettigi diisiiniilmektedir. Oluklu taneciklerin
bazi avantajlar1 bulunsa da yogun emek isteyen ve masrafli bir tekniktir (Sharma ve
ark., 2013; Patel ve ark., 2000).

Sentetik tohumlar sadece bitki ¢ogaltmasi i¢in degil, ayn1 zamanda bitki

genetik kaynaklarimin korunmasinda da kullanilir. Sentetik tohum teknolojisi bitki
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genetik kaynaklarinin  taginmasi, karakterizasyonu, korunmasi ve genetik
kaynaklarin yonetilmesine farkli bir bakis agisi saglamistir (Ahmed ve ark.,
2014). Sentetik tohumlarin depolanmasi kisa ve uzun olmak tizere iki farkli zaman
periyodunda yapilmaktadir.

Kisa siireli muhafaza: Kisa siireli muhafazada basariyr dogrudan etkileyen
en O6nemli etmenlerden biri depolama sicakligidir. Kisa siireli muhafaza, 4-26 °C
arasinda degisen sicakliklarda gerceklestirilmektedir. Baz1 arastirmacilar en uygun
muhafaza sicakliginin 4 °C oldugunu bildirirken (Saiprasad ve Polisetty, 2003;
Nagesh ve ark., 2009; Pradhan ve ark., 2016; Haque ve Ghosh, 2017), bazi
aragtirmacilarda daha yiiksek sicakliklari uygun oldugunu bildirmislerdir (Gantait
ve ark., 2012; Gantait ve Sinniah, 2013; Mohanty ve Das, 2013; Haque ve Ghosh,
2014; Mahendran, 2014; Haque ve Ghosh, 2016; Baskaran ve ark., 2017;
Bhattacharyya ve ark., 2018).

Uzun siireli muhafaza (kriyoprezervasyon): Kriyoprezervasyon, bitki
germplazmasinin uzun siireli korunmasinda etkili bir tekniktir. Bu teknik,
dokularin diisiik sicakliklarda sivi azot igerisinde (-196°C) veya nadiren buhar
fazinda (-150°C) depolanmasina dayanir. Bu yontemde dokularin uzun siire
depolanmasi, metabolik aktivitelerin ve hiicre boliinmesinin a1 diislik
sicakliklarda duraklatmasimma dayanmaktadir. Bu muhafaza ydnteminin, uygun
maliyetli in vitro Xkiiltiirleri gerektirmesi, minimum alan ihtiyaci duymasi,
kontaminasyon riskinin az olmasi ve somaklonal varyasyon riskinin az olmasi gibi
bazi avantajlar1 vardir (Kulus ve Zalewska, 2014). Geofitlerde yapilan sentetik

tohum calismalarin1 gosteren sema Sekil 1.5°te verilmistir.
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Sekil 1.4. Geofitlerde yapilan sentetik tohum c¢alismalarinin sematik 6zeti

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren siklamen
tirlerinden biri olan Cyclamen coum’da farkli eksplant tipleri ve farkli bitki
bliylime diizenleyiciler kullanilarak somatik embriyogenesis yoOntemi ile
rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesi ve elde edilen somatik embriyolarin

kapsiillenerek sentetik tohum iiretiminin gerceklestirilmesi amaclanmistir. Tez
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calismasinda kullanilan C. coum tiiriiniin soguga tolerans goéstermesi nedeni ile
talep edilen bir tiir olmasi ve literatiirde in vitro gogaltimu ile ilgili ¢ok kisitl rapor
bulunmasi bu ¢aligmanin 6zgiin degerini arttirmaktadir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda C. coum tliriinde basarili bir sekilde somatik
embriyolar iiretilmistir ve bu embriyolar dis ortama aktarilmistir. Ayrica somatik
embriyolar farkli besi ortamlar1 igeren aljinatlar ile kaplanarak sentetik tohumlar

elde edilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Siklamende Somatik Embriyogenesis Calismalari

Cyclamen persicum Mill’de zigotik embriyo, ovaryum, anter, yaprak sapi
ve ¢igek sap1 kullanilarak somatik embriyo elde edilmeye caligilmistir. Caligmada
ortama eklenen 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyaceticacid) (1.0-1.5) ve hindistan cevizi
siitlinlin embriyogenesisin baslangic asamasinda onemli oldugu saptanmuistir.
Calisilan eksplantlardan ovaryum ve anter kiiltiirlerinde somatik embriyo olusumu
gozlenmistir. Ayrica karanlikta yapilan kiiltiiriin aydinlikta yapilan kiiltiirden daha
etkili oldugu bildirilmistir. Elde edilen bitkilerin kiigiik bir kism1 disinda ana bitki
ile ayn1 fenotipik ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir (Kiviharju ve ark.,
1992)

Ishizaka ve Uematsu (1993) C.persicum’a ait diploid (2n = 2x = 48) ve
tetraploid (2n = 4x = 96) gesitlerde anter kiiltiirii calismalar1 yapmislardir. Calisma
sirasinda, % 6-12 siikkroz ve 2 mg/l NAA hormon igeren N6, B5 ve MS
ortamlarinda embriyoid yapilarn elde etmislerdir. Caligma sonucunda embryoid
olusumunun yiiksek sicaklikta engellendigini, diisiik sicaklikta, 6zellikle 5°C’de 2
giin boyunca bekletmenin olusumu tesvik ettigini rapor etmislerdir. Ayrica % 3
sikroz igeren BS5 ortaminda embriyoidlerin  bitkiciklere  donistiglini
saptamislardir.

Kreuger ve ark. (1995) Cyclamen persicum’da sivi kiiltiirde somatik
embriyogenesis ¢aligmasi yapmislardir. Hiicre hatlarini fide yumrularini sivi ortam
icinde dogrudan kiiltlire alarak baglatmiglardir. Kinetin ve 2,4-D’nin alinim orani
onciil embriyojenik yapilarin (pro-embriyogenic mass) formasyonunda etkili
olmustur. Yiiksek oranda embriyojenik hiicre hatlar1 sadece onciil embriyojenik
yapilarin 5-7 hafta i¢inde olusmasiyla elde edilmistir. Onciil embriyojenik yapilar
en az 24 ay boyunca ¢ogaltilmistir ve her alt kiiltiirde somatik embriyolarin iiretimi
icin izolasyon yapilabilmistir. Hormon icermeyen gelistirme ortaminda yiiksek

sakkaroz igerigi (175 mM) Onciil embriyojenik yapilardan etkili bir sekilde
17



2. ONCEKI CALISMALAR Metin KOCAK

embriyo gelisimini saglamigtir. Sonraki alt kiiltiirde diisiik dozda (58 mM) siikroz
kullanilmasi yumru olugumunu uyararak ¢imlenmeyi tesvik etmistir.

Takamura ve ark. (1995) C. persicum fidelerinin farkli vejetatif
organlarim1  kullanarak  embriyoid olusumunu saglamiglardir.  Optimum
rejenerasyon, 5.0 pM 2.4-D, 0.5 pM Kinetin ve %3-6 siikroz igeren MS
ortamindan saglanmistir. Embriyogenesisin 25-30°C gibi yiiksek sicakliklarda
arttigini belirlemislerdir.

Bach ve ark., (1998) Cyclamen persicum Mill. F-1 'Medium' in
fidelerinden elde edilen farkli eksplantlar1 (kok, hipokotil ve yaprak kisimlari),
farkli oksin ve sitokinin i¢eren ortamlarda kiiltiire almislardir. Yiiksek sitokinin (25
mM 2iP), diisiik oksin (2.5 mM NAA) iceren besiyerinde, tiim eksplantlar diisiik
oranda kallus yada direkt adventif kok ve siirgiin olusturmustur. Daha sonra
somatik embriyolar, 0.5 mM 2,4-D ve 5 mM BA igeren besiyerinde gelismislerdir.

Aida ve ark. (1999) Cyclamen persicum Mill.’de Agrobacterium araciligi
ile bir gen aktarim ydntemi rapor etmislerdir. Calismada etiyollestirilmis yaprak
sap1 segmentleri Agrobacterium tumefaciens AGLO ya da LBA4404 susu ile
enfekte edilmistir. Rejenerasyon saglamak icin eksplantlar 1.0 mg/1 thidiazuron,
1.0 mg/1 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 300 mg/1 ticarcillin ve 5 mg/l hygromycin
ya da 100 mgl kanamycin iceren MS ortamida kiltire almmistir.
Transformasyonun gergeklesmesi bitki dokularindaki GUS  aktivitesinin
histokimyasal analizleri ve GUS geninin Southern blot analizi ile teyit edilmistir.

Hohe ve ark. (1999) Cyclamen persicum Mill.’in embriyojenik hiicre
sispansiyon kiltiirlerini igeren farkl kiiltlir sistemlerindeki CO, birikimini analiz
etmislerdir. Balonsuz ya da kabarcik havalandirmali biyoreaktor sisteminde, CO,
mol fraksiyonu %10’un altinda tespit edilirken, erlenmayer icerisinde bu miktar
%2’den daha az bulunmustur. Siselerdeki kiiltiirlerle kiyaslandiginda, CO, birikimi
biyoreaktorlerdeki biiyiimeyi Onemli derecede engellemistir. Biyoreaktor
sistemindeki CO,’in giderilmesiyle biyoreaktdr sistemindeki kiiltiirlerde sisedekiler

ile kiyaslanabilir diizeyde hiicre biiyiimesi goriilmiistiir.
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Hohe ve ark. (2001) sivi1 kiiltiir ortaminda Cyclamen persicum Mill'in
somatik embriyolarinin farklilagmasi i¢in inokulum fraksiyonu, sivi Kkiiltiir
periyodu, globular embriyolarin kaplama yogunlugu ve kaplanmis embriyolarin
fraksiyonu parametrelerine iligkin bir protokol gelistirmiglerdir. Ayrica kiiltiir
siselerindeki materyallere kiyasla globiiler ve ¢imlenmekte olan embriyolarin
verimini  arttiran  biyoreaktor  sisteminde  embriyolarin  gelistirilmesi
gergeklestirilmistir. Biiylime diizenleyici igermeyen bir litrelik slispansiyon kiiltiirii
ile baslanarak 38 hafta icerisinde 27000 klimatize edilmis gen¢ bitki elde
edilmistir.

Laura ve ark. (2003) siklamen de yapay tohum iiretebilmek i¢in ¢ok
sayida genotipe uygulanabilir somatik embriyogenesis protokolii gelistirmislerdir.
Embriyogenesisin uyarilmas1 2,4-D kullanilarak saglanmistir. Farkli 2,4-D
konsantrasyonlarinin ve uygulama siirelerinin neden oldugu varyasyonlari
incelemek icin embriyojenik siklamen kalluslarinda, RAPD analizi yapilmistir.
Oncelikle kalluslar, 2,4-D (2 mg/l) ve 2iP (0.8 mg/l) igeren ortamlardan ve bir ana
bitkiye ait olgunlasmamis ovaryumlardan elde edilmistir. Her bir ovaryumdan bir
hiicre hatt1 olusturulmustur. Embriyojenik kalluslar, daha sonra daha yiiksek 2,4-D
konsantrasyonlaria aktarilmigtir. Birkag alt kiiltiirden sonra, kalluslarin yaris1 2,4-
D seviyesine bagli embriyo olusturma yetenegini belirlemek i¢in hormon
icermeyen ortamlara aktarilmistir. Kalluslarin diger yaris1 ise RAPD analizi igin
kullanilmigtir. Yirmi bes tesadiifi primer ile toplam 161 tekrarlanabilir bant
dretilmistir. Alt1 primer, Ornekler arasinda farklilik oldugunu goésteren bant
desenleri olusturmustur. Denemelerde kullanilan dort hiicre hatti, farkli fenotipik
ve genotipik 6zellik gdsteren iki farkli gruba ayrilmigtir. Bir hiicre hattinda, yiiksek
2,4-D konsantrasyonunda kiiltiire almman kallusta farklt bir RAPD deseni
gozlenmistir. Elde edilen sonuglara géore RAPD analizinin kallus kiiltiirii sirasinda
genetik varyasyonun erken taranmasi agisindan yararli bir yontem oldugu ve stabil

hiicre hatlarinin 6nceden bilingli olarak secilimine imkan sagladig bildirilmistir.
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Pueschel ve ark. (2003) yaptiklart calismada Cyclamen persicum’da
somatik embriyogenesis ile rejenerasyonun kalitimini incelemeyi amaglamiglardir.
In vitro’da farkl rejenerasyon basarisi gosteren ve kendilenmis 3 genotip, I3, F; ve
F, nesillerini elde etmek i¢in kendilerine ve ¢apraz olarak tozlanmistir. Bu
jenerasyonlar in vitro’da tozlanmamig oviillerin 9.05 mM 2,4-D ve 3.94 mM 2iP
igeren kallus tesvik ortamlarinda sekiz hafta boyunca kiiltiire alindiktan sonra sekiz
hafta siire ile hormon igermeyen farklilagtirma ortaminda kiiltiire alinmasiyla test
edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore rejenerasyon yetenegine ¢evresel
ve fizyolojik etkilerin yam sira, ilave modifiye edici genlerin etki edebilecegi
belirtilmistir.

Winkelmann ve ark. (2003) Cyclamen persicum’un muhafaza edilebilir
somatik embriyolarini elde edebilmek icin farkli desikasyon kosullarini ve iki farkli
rehidrasyon yontemini denemislerdir. Ayrica, uygun olgunlastirma kosullarini
belirlemek amaci ile farklilagtirma siireci boyunca yiiksek diizeyde siikroz ve
polietilen glikol (PEG 1500) uygulamislardir. Somatik embriyolar desikatdrler
icerisinde farkli nisbi nemleri ayarlayan doymus tuz c¢ozeltileri tizerinde
kurutulmustur. Kurutma igleminden sonra embriyolar, 4 saat siire ile % 98 nisbi
nemde 0n dehidrasyon islemine tabi tutulmuslardir. Sadece hormonsuz siv1 kiiltiir
icinde bekletilme sonrasinda yumru, kotiledon ve kokler olusmustur. Yavasca
kurutulan, % 24 ve daha yliksek nem seviyesine sahip embriyolar ¢cimlenebilmistir.
Ancak azalan nispi nemlerde kurutma iglemi, % 12 gibi ¢ok diisiik su igerigi ile
sonuglanmistir. Azalan nispi nem uygulandiginda kuru madde igerigi yiiksek
somatik embriyolarda % 60’a varan ¢imlenme oranlari gorilmistiir. Somatik
embriyolarin kalitesine bagli olarak denemeler arasinda onemli farkliliklar
gorilmiistiir. Cimlenen embriyolar kurutulmayan kontrol grubundan daha biiyiik
yumru olusturmuslar ve daha kaliteli kotiledonlar gelistirmiglerdir. Farklilagma
siirecinde 3 hafta boyunca besi ortamina litre i¢in 60 gr siikroz eklenmesi daha
fazla kuru madde igerigine sahip ve kurumaya toleransi fazla olan embriyolarin

olugmasini saglamistir.
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Winkelmann ve ark. (2004) sivi kiiltiir kullanarak Cyclamen persicum’da
somatik embriyo iretimi saglamislardir. Sentetik tohum gelistirmek igin elde
ettikleri embriyolar1 globular agamada iken iki farkli enkapsulasyon teknigi ile
(klasik aljinat taneleri ve oluklu tanecikler) kaplamiglardir. Aljinat taneleri ile
kaplanmis embriyolar, kaplanmamis embriyolar kadar yiiksek oranda (% 97)
¢imlenme gostermiglerdir. Ancak c¢imlenme daha ge¢ gerceklesmistir. Hollow
beads teknigi ile kaplanmis embriyolar ise % 71 oraninda ve ge¢ ¢imlenmistir.
Hollow beads ile kapsiillenen embriyolar kapsiil iginde gelismislerdir ancak kapsiil
disina ¢ikiglar1 aljinat ile kapli olanlara gore daha zor olmustur. Dort hafta
stiresince 4°C’de yapilan muhafaza, kapsiillenmis embriyolarda oldugu gibi kontrol
grubunda da canliligin azalmasina neden olmustur. Kapsiil igerisine besi ortami
ilave edilmesi her iki kapsiilleme tekniginde de ¢imlenme hizinda artisa neden
olmustur.

Winkelmann ve Serek (2005) iki 1slahg¢iya ait farkl ¢igek rengi ve farkli
biiylime tiplerine sahip Cyclamen persicum cesitlerinin somatik embriyogenesis
olusturabilme yeteneklerini test etmislerdir. Her ¢esitten 5 adet bitki ve her bitkiden
de 100 oviil alinarak deneme kurulmustur. Kallus olusturma kiiltiirtiinde hormon
olarak 9.05 uM 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyaceticacid) ve 3.94 uM 2iP (6-(y,y—
dimethylallylamino) purine) kullanilmigtir. Calismada kullanilan 32 ¢esitten sadece
birinde somatik embriyo olusumu gdzlenmemistir. Rejenerasyon orani gesitlere
gore %0 - 65 arasinda degisiklik gostermistir. Midi tipi Cyclamen persicum
cesitleri, mini ve giganteum tipi gesitlerine gore daha diisiikk oranda rejenerasyon
gostermislerdir. Alev renkli ¢igeklere sahip cesitlerde yiiksek oranda rejenerasyon
gozlenmistir.

Winkelmann ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada Cyclamen persicum’a ait
zigotik embriyolari, litrede 30 ve 60 gr siikroz iceren sivi ortamlarda biiyiiyen
somatik embriyolari, her iki tipte ¢imlenen embriyolar1 ve endospermi proteomik
diizeyde sistematik olarak karsilastirmiglardir. Zigotik embriyolarda eksprese

edilen proteinlerin %74’1 litrede 60 gr siikroz igerisinde kiiltiire alinan somatik
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embriyolarla benzer miktarda bulunmustur. Litrede 30 gr siikroz igerisinde kiiltiire
alman somatik embriyolar, 60 gr siikroz ile kiiltiire alinanlardan daha az protein
depolamistir. Glikolize dahil olan dort enzim (UDP-glikoz pirofosforilaz, fruktoz
bifosfat aldolaz, triosfosfat izomeraz ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
GAPDH) spesifik olarak somatik embriyolarda uyarilmistir. MS ile tanimlanan 11S
globulin proteinleri, somatik embriyolar, zigotik embriyolar ve endospermde
yiksek seviyelerde bulunurken, 7S globiilinler esasen endosperm ve zigotik
embriyolarda tespit edilmigtir. Ksiloglukan endotransglikosilazlarin, endosperm
dokusunda yiiksek miktarda eksprese oldugu tespit edilmistir.

Diger bir ¢alisma’da ticari bir ¢esit olan C. persicum Mill cv. Halios’da
somatik embriyogenesis caligsmalart yapilmis ve somatik embryodan saglanmis
olan bitkiciklerin fenolojik 6zellikleri incelenmistir (Savona ve ark., 2007).

Agrobacterium yontemi kullanilarak somatik embriyolarda rejenerasyon
saglanmis ve higromisin fosfotransferaz, neomisin fosfotransferaz ve beta-
glukoronidaz genleri transforme edilmistir. Rejenerasyon ortaminda 1 mg/l
benzilaminopiirin, 0.01 mg/l alfa-naftalenasetik asit ve 0.2 mg/l gibberellin
kullanilmigtir. Arastirma sonucunda 14 higromisine dayanikli embriyolardan,
higromisine dayanikli klonlar elde edilmistir (Terakawa ve ark., 2008).

Seyring ve ark (2009) yaptiklar1 c¢alismada yetigkin Dbitkilerin
eksplantlarin1 kullanarak alt tiir ve ¢esitlerini de igeren farkli siklamen tiirlerinde
(C. Africanum Boiss. and Reut., C. cilicium Boiss. and Heldr., C. coum Mill., C.
hederifolium Ait., C. persicum Mill., C. purpurascens Mill.) in vitro gogaltim
imkanlarmi arastirmiglardir. Yaprak, yaprak sapi, cicek sapit ve plasentali ovul
olmak tizere dort farkli eksplant tipi ile iki farkli protokol 11 farkli genotipte
uygulanmigtir. Kullanilan bu protokoller, tiim genotiplerde somatik embriyo
benzeri yapilara ve/veya adventif slirgliin olusumuna yol agmistir. Arastirmada
kullanilan her bir genotipin, yetiskin bitki eksplanti kullanilarak bir yildan daha

kisa bir siirede in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi miimkiin olmustur.
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Bian ve ark. (2010) Cyclamen persicum’da globular, torpedo ve ¢imlenme
asamalarindaki somatik embriyolari, embriyojenik olmayan kalluslar1 ve zigotik
embriyolar1 detayli proteomik ve kiitle spektrometrik analizleri ile inceleyerek,
somatik embriyo gelisimini arasgtirmiglardir. Calisma sonucunda elde edilen veriler,
spesifik proteinlerin somatik embriyogenesisin diizenlenmesinde etkili oldugunu
gostermistir.

Jalali ve ark. (2010) Cyclamen persicum’da farkli eksplant tiplerinin
(yaprak ve yaprak sapi) kallus uyartimi ve somatik embriyo olusumu iizerindeki
etkisini arastirmislardir. Embriyojenik kalluslar, 2,4-D ve Kinetin igeren farkl
ortamlardan elde edilmistir. Her iki eksplant tipinde de en yiiksek kallus olusumu,
1 mg/l 2,4-D ve 0,5 mg/l Kinetin iceren ortamdan elde edilmistir. Optimum
somatik embriyogenesis sonuglari, yaprak eksplanti ile 4 mg/l 2,4-D ve 0,1 mg/l
Kinetin igeren ortamdan alinmuistir.

Prange ve ark. (2010a) {i¢c yabani siklamen tiirlinde (Cyclamen graecum
Link, Cyclamen mirabile Hildebrand, Cyclamen trochopteranthum Schwarz (syn.
Cyclamen alpinum hort. Dammann ex Sprenger)) fide dokusundan kallus
kiiltiirlerinin kurulmas1 ve somatik embriyogenez yolu ile bitkilerin rejenere
edilmesi ve protoplasttan bitkiye doniislimii saglayan protokoliin gelistirildigi ilk
raporu sunmuslardir. Kallus olusturma yetenegi her tiir icinde genotipten giiclii bir
sekilde etkilenmigtir. Kiltir ortami, biiyiime diizenleyicilerinin  farkli
konsantrasyonu, CaCl, ve aktif karbon, embriyo olusumunu &nemli derecede
etkilemistir. C. mirabile tiriinde 0,5 gr kallustan 1461 kadar embriyo elde
edilmistir. Farkli siklamen tiirlerinin, iki farkli daldirma ajani (agaroz ve aljinat)
igerisinde protoplastlarin farkli gelisim gosterdikleri gozlemlenmistir. Her iki
protoplast sisteminde de somatik embriyo rejenerasyonu saglanmistir ve bitkiler
yetistirilerek sera kosullarina adapte edilmistir.

Prange ve ark. (2010b) Cyclamen coum’da kati ve sivi Kkiiltiirde
embriyojenik kiiltiirler kurmuslardir. Denemelerde bitki biiyiime diizenleyicilerinin

farkli konsantrasyonlarina verdikleri cevaplari incelemislerdir. Embriyojenik
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kiiltiirler her bir gram taze kiitleden 876 somatik embriyo lretecek kapasite
gostermistir. Somatik embriyo ve embriyojenik siispansiyon kiiltiirlerinden gram
basina 4.24x10° protoplast izole edilmisti. Hem embriyolardan hem de
siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen protoplastlar, basarili bir sekilde in vitro
kosullarda kiiltiire alinmig ve somatik embriyogenesis yontemi ile bitkilere
dontistimii saglanmistir. Fenotipik analizler ve flow stometri 6lgiimleri elde edilen
baz1 bitkilerin tetraploit yapida oldugunu gostermistir. Protoplasttan elde edilen
kalluslarin rejenerasyon i¢in kullanildig1 bitkilerde %20 oraninda tetraploidi
goriiliirken, embriyojenik kiiltiirlerden rejenere olan bitkilerde bu oran, %0.9 olarak
tespit edilmistir.

Winkelmann ve ark. (2010), daha 6nce genis bir siklamen genotipinde
tanimlanmis olan somatik embriyogenesis protokoliinii, kesme c¢icek olarak
kullanilan 30 farkli siklamen genotipinde ilk defa kullanmislardir. Arastirmacilar
bu calismada kullanilan somatik embriyogenesis ile gerceklestirilen rejenerasyonun
etkinligini, elde edilen bitkilerin genetik safligin1 ve geng bitkilerin {iretim
maliyetlerini test etmeyi amaglamiglardir. Genotip, %8 ile %80 arasinda
degiskenlik gosteren kallus olusumunu ve %0 ile %92 arasinda degisim gosteren
kallustan embriyoya degisim oranimi 6nemli derecede etkilemistir. Kullanilan 30
genotip igerisinden 27 tanesinden bitki elde edilirken, sadece 3 genotipte
rejenerasyon saglanamamustir. Toplamda 2783 rejenerant seraya aktarilmigtir ve
bunlarin 2003 tanesi (%72) klimatize edilmistir. Baz1 genotipler ¢igek rengi ve
cicek sekli acisindan oldukga ftiniform iken, bazi genotiplerde somaklonal
varyasyon tespit edilmistir.

Ekonomik &neme sahip siklamen bitkisinin somatik embriyogenesis ile
cogaltimi etkili bir sekilde yapilabilir ancak senkronize olmayan embriyo gelisimi
ve fizyolojik diizensizlikler somatik embriyogenesisi sinirlayan etmenlerdir. Bu
sorunlarin iistesinden gelebilmek icin siklamende embriyogenesisdeki fizyolojik
stireclerin iyi bir sekilde bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla Rode ve ark. (2011)

siklamene ait somatik ve zigotik embriyolarin proteomlarini karsilastirmali olarak
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incelemistir. Tespit edilen 247 proteinin % 55’1 glikoliz, protein katlanmasi ve
strese tepki olmak iizere sadece ii¢ fizyolojik siirece ait bulunmustur. Strese tepki
stireci Ozellikle somatik embriyolarda baskin goriilmiistiir. Glikolitik enzim olan
enolaze, dikkat c¢ekici bir sekilde en sik tespit edilen protein olmustur ve
siklamende embriyogenesis siirecinde dnemli bir rol aldig1 sanilmaktadir.

Takamura ve ark. (2011) Cyclamen persicum Mill.’de anter kiiltliriiniin
rejenerasyon etkinligini arttirmak i¢in karbon kaynaginin etkisini arastirmiglardir.
Kage Yellow x Anneke (F1)’e ait anterler farkli karbon kaynaklar (siikroz, glukoz,
frilktoz ve maltoz) igeren ortamlarda mikrosporlardan bitki rejenere etmek igin
kiiltiire alinmistir. En fazla miktarda embriyoid olusumu maltoz iceren ortamdan
elde edilmistir. Kage Yellow x Anneke (F1)’e ek olarak bes farkli siklamen
genotipine ait anterler, silkroz ve maltoz igeren ortamlarda test edilmistir.
Kullanilan bes genotipin tamamindan da bitki elde edilemezken, dort genotipte
maltoz iceren ortamda embriyoid olusumu gdzlenmistir. Kage Yellow x Anneke
(F1) i¢in optimum maltoz konsantrasyonu, 394.4 mM olarak tespit edilmistir. Elde
edilen sonuclar maltozun siklamende anter kiiltiirii ile rejenerasyonda etkili bir
karbon kaynag1 oldugunu gdstermektedir.

C. persicum’da yiiksek frekanshi dongiisel ikincil somatik embriyo (SSE)
sistemi, You ve ark. (2011) tarafindan kurulmustur. Buna ek olarak farkli gelisim
asamalarinda birincil somatik embriyolarin (PSES) etkisi, gecislerinin sayisi,
absisik asit (ABA) ve ikincil somatik embriyo iizerine sakkaroz
konsantrasyonlarinin etkileri incelenmistir. Farkli gelisim asamalarinda ilk somatik
embriyolar, 2 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l BA igeren 1/2 MS ortamindan elde
edilmiglerdir. Daha sonra elde edilen embriyojenik kalluslar, hormonsuz ortama
aktarilarak ikinci embriyo {iretimine tesvik edilmistir. Bu calismada kalluslardan
%90 oraninda SSE elde edilmistir.

Kocak ve ark. (2014) Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Cyclamen persicum
tiiriinde yaptiklar1 somatik embriyogenesis calismasinda eksplant kaynagi olarak

ovul, ovaryum, yaprak ve yaprak sapimi kullanmiglardir. Embriyojenik kallus
25



2. ONCEKI CALISMALAR Metin KOCAK

olusumu i¢in hormon olarak 2 mg/L 2,4-D ve 0,8 mg/L 2iP kullanmiglardir.
Calismada eksplantlardan kallus ve embriyo olusum oranlari incelenmis, elde
edilen oranlar farkli eksplant tipleri i¢in istatistiksel agidan dnemli bulunmustur. En
yiiksek kallus olugturma orant yaprak sapi, ovaryum, ovul ve yaprak
eksplantlarindan olmak {izere sirasi ile %34.3, %30.16, %26.6 ve %16.6 olarak
tespit edilmistir. Embriyo olusumunda ise en iyi sonucu %11.3 ile ovaryum
eksplant1 verirken, yaprak sap1, yaprak ve ovul eksplantlari da sirasi ile %8, %4.16
ve %2.83’liikk oranlari ile embriyo iiretimini saglamislardir.

Winkelmann ve ark. (2015) Cyclamen persicum’da zigotik embriyolari
referans alarak somatik embriyolarda metabolomik analizler yapmislardir. Zigotik
ve somatik embriyolar torpedo safhasinda iken metabolit profilleri
karsilastirilmistir. Endosperm ve testadaki major metabolitler belirlenmistir. Bu
calismada, farkli dokulardan toplamda 52 farkli metabolit belirlenmistir.
Endosperm ve testadaki temel elementler saptanmistir. Bunlardan en Onemli
farklilign olusturan metabolit prolin olarak tespit edilmistir. Prolin, zigotik
embriyolarda somatik embriyolarda tespit edilenden yaklagik 40 kez daha fazla
bulunmustur.

Izgii ve ark. (2016) Tiirkiye’ye endemik 4 siklamen tiirii (C. cilicium
Boiss. et Heldr., C. parviflorum Pobed., C. mirabile Hildebr. ve C. pseudibericum
Hildebr.) icin etkili bir rejenerasyon protokolil gelistirmislerdir. Calismada oviil,
ovaryum, yaprak ve yaprak sapt olmak iizere 4 farkli eksplant tipini
kullanmiglardir. Bitki biiylime diizenleyicisi olarak, 2,4-D ve 2iP’nin 13 farkli
kombinasyonu denenmistir. Embriyo benzeri yapilarin tiirlere gore bitkiciklere
dontlistim oram1 C. mirabile, C. cilicium, C. pseudibericum ve C. parviflorum igin
sirast ile %38, %31, %16 ve %15 olarak tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada her

tiir ve eksplant tipi i¢in en uygun besi ortami kombinasyonu belirlenmistir.
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2.2. Siklamende Diger Doku Kiiltiirii Calismalari

Dogal C. persicum’larda in vitro siirglin rejenerasyonunu saglamak
amaciyla yaprak diskleri, petal, ¢icek sap1 eksplantlari, TDZ (0, 0.0022, 0.022,
0.22, 2.2 mg/l) ve 6 benzyladenine 0, 1, 2, 3 mg/l BA) iceren 1/3 MS ortamina
aktarilmigtir. BA iceren ortamlarda siirglin rejenerasyonuna rastlanmamistir. En
yiksek siirgiin orani pediinkiil eksplantlarindan ve 0.22 mg/l TDZ igeren ortamdan
elde edilmistir (Karam ve Majathoub, 2000).

Organogenesis yontemi kullanilarak yabani siklamenlerin yumru, petiol,
kotiledon ve kok eksplantlari, 1.1 mg/l NAA ve farkli BA i¢ceren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. BA, TDZ ve Zeatin’in organogenesis iizerine olan etkileri
arastirilmigtir. En yiiksek siirgilin sayisi ve orant yumru eksplantlarindan ve 2 mg/1
BA igeren ortamdan elde edilmistir (Mohannad ve Karam, 2000).

Abu-Qaoud (2004) Cyclamen persicum Mill.’de fide dokularmi kullanarak
in vitro silirgiin rejenerasyonu ve mikro yumru olusumu f{izerine bir caligma
yapmustir. “Concerto” ¢esidine ait yumru, yaprak ve yaprak sap1 eksplantlari, MS
ortaminda kiiltiire alinmigtir. BBD olarak ii¢ farkli diizeyde (BA) (4.4, 8.8, 13.3
uM) ve dort farkli diizeyde (TDZ) (0.5, 1, 2, 4 uM) kullanilmistir. Biitiin besi
ortamlarina 5.4 uM NAA eklenmistir. Sitokinin igermeyen ortamlarda herhangi bir
siirglin rejenerasyonu goriilmemistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu %100 ile
yumru pargalarinin kullanildigi 4.4 uM BA ve 4 uM TDZ igeren ortamdan elde
edilmistir. Yaprak saplarindan rejenerasyon saglanamamistir. En yiiksek mikro
yumru olusumu yaprak eksplantlarindan, 2 uM TDZ (% 41.6) ve 4 uM TDZ (%
58.3) igeren ortamlardan elde edilmistir.

Winkelmann ve ark. (2004) Cyclamen persicum’da silispansiyon
kiiltiirlerinin  kriyoprezervasyonu ic¢in karmasik ekipmanlar gerektirmeyen bir
protokol gelistirmislerdir. Kriyoprezervasyon i¢in bu protokoliin basarili bir sekilde
uygulanabilmesi amaci ile kiiltiir oncesi ve muamele Oncesi hiicre gelisimi
donemlerinde uygulanan farkli kriyoprotektanlarin kriyoprezervasyon sonrasi

yeniden gelisime etkisini test etmislerdir. Kriyoprezervasyon denemeleri alt kiiltiir
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sonras1 7-10 giinliik siispansiyon kiiltiirleri kullanilarak yapilmistir. Iki giinliik &n
kiiltiir siiresince uygulanan farkli kriyoprotektanlar arasindan ¢ézdiirme sonrasi en
yiiksek yeniden biiyiime %75’lik oranla 0.6 M siikroz uygulamasindan elde
edilmistir. Ayrica dondurma isleminden hemen 6nce 1 saat boyunca 0.6 M siikroz
ve %10 DMSO (dimetilsiilfoksit) ile 6n islem uygulamak yeniden biiyiime {izerine
olumlu etki yapmistir. Kriyoprezervasyon sonrasi yeniden yetistirilen kalluslar
dondurulmamuis kalluslar ile benzer oranda biiylime gostermistir ve dondurulmamis
kalluslardan daha yiiksek sayida embriyo iiretmislerdir. FDA (fliioresan diasetat)
boyama kullanarak canlilik {izerine yapilan mikroskobik ¢aligmalar, sadece birkag
kiigiik embriyojenik hiicrenin kriyoprezervasyona dayanirken, vakuol birikimi
yapmis tek hiicrelerin yasayamadigini géstermistir.

Biiriin ve Sahin (2009) Cyclamen alpinum tohumlarmin in vivo ve in
vitro’da ¢imlenmesi iizerine yaptiklar1 calismada tohumlar1 8 ay boyunca farkh
depolama yontemleri kullanarak depolamislar ve 15 °C ve 20 °C'de in vitro ve in
vivo ¢imlenme testlerine tabi tutmuslardir. Kapsiillii ve kapsiilsiiz halde yapilan
tohum muhafazasinin, MS besi ortami kullanilarak yapilan in vitro ¢imlenmeye
Oonemli bir etkisi bulunmamistir. Ancak tohumun kapsiil igerisinde muhafaza
edilmesi filtre kagidi i¢inde ve in vivo’da (tof, perlit ve kum karigimi)
cimlendirilmesine dnemli etki yapmistir. Karanlikta hem in vitro hem de in vivo’da
15 °C ve 20 °C'de yapilan ¢imlendirme testlerinde yiiksek oranda g¢imlenme
goriilmiistiir. Ancak 15 °C’de ¢imlenme daha hizli gergeklesmistir.

Prange ve ark. (2012) Polictilen glikol (PEG) aracili protoplast flizyonu
uygulanarak Cyclamen persicum (2n = 2x = 48) ve Cyclamen coum (2n = 2x = 30)
arasinda ilk kez somatik melezler elde etmislerdir. Heterofiizyon, floresin diasetat
ve skopoletin ile ¢ift floresan boyama yapilarak tespit edilmistir. En yiiksek
heterofiizyon frekans: (yaklasik %5), protoplast yogunlugu 1 X 10° /ml olan ve
%40 PEG kullanilan protokolden elde edilmistir. C. coum’un DNA igeriginin C.
persicum’dan 4.6 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Flizyon denemelerinden

elde edilen 200 bitkiden ¢ogu C. coum’a benzerlik gosterirken, 5 tanesi C.
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persicum’a ait fenotipik 6zellik gdostermigtir. Kirk alt1 bitki ise karigik morfolojik
ozellik gostermistir. Flow stometri ile alt1 adet aday hibrit tespit edilmistir.
Ribozomal niikleer DNA’daki 5.8S geninin sekansina ve yakininda bulunan
(internal transcribed spacer) ITS1 ve ITS2'ye gore tiirlere 6zgii bir DNA markorii
geligtirilmigtir. Tire 06zgii DNA markorii ve amplifikasyon iiriinlerinin
sekanslanmasi ile sadece bir bitkinin hibrit oldugu dogrulanabilmistir.

Mwangi ve ark. (2013) Cyclamen persicum endospermi i¢indeki hiicresel
ve fizyolojik siirecleri aydinlatmak i¢in bir ¢aligma yapmislardir. Bu ¢alismada
histolojik analizler tozlanmadan 0-11 hafta arasinda yapilmistir. Tozlanmadan 3
hafta sonra, globular zigotik embriyo ile birlikte bir sinsityum acik bir sekilde
goriilebilmistir. Tozlanmadan 4 hafta sonra endospermin hiicresellesmesi, 5 hafta
sonra kiiciik bir torpedo seklinde embriyo ve 7 hafta sonra hiicre genislemesi
gozlenmistir. Tozlanmadan 11 hafta sonra endosperm tamamen farklilagmistir.
Toplam ¢oziinebilir proteinler, tozlanmadan 4, 5, 7, 9 ve 11 hafta sonra
endospermden ekstrakte edilmistir. Absisik asit sinyalizasyonunda rol oynayan
proteinlerin ve oksidatif strese duyarli proteinlerin Cyclamen’de tohum geligimi
icin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Ratjens ve ark. (2018) gen fonksiyon analizlerini saglamak igin,
Cyclamen persicum’da  Agrobacterium tumefaciens araciligt ile genetik
transformasyon  protokoliinii  gelistirmiglerdir.  Transformasyon igin  A.
tumefaciens’in EHA105 ve LBA4404 en etkili suslar olmustur ve sirasi ile %43 ve
%20’ye varan transformasyon verimi saglamiglardir. Rejenere olan bitkilerde
transgenlerin varligi PZR, southern hibridizasyonu ve histokimyasal GUS analizi
ile dogrulanmistir. Arastirmacilar gelistirdikleri bu protokolii, iki farkli Cyclamen

persicum genotipine bagarili bir sekilde uygulanmustir.
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2.3. Siis Bitkilerinde Somatik Embriyogenesis Calismalari

Sage ve ark. (2000) Narcissus pseudonarcissus cvs. Golden Harvest and
St. Keverne’e ait sogan ve siirgiin kiiltiiriindeki yapraklar1 kullanarak somatik
embriyo Uretimi yapmislardir. Yaprak laminasi, yaprak tabani, sogan katmani ve
cicek sap1 ile yapilan ilk denemelerde, somatik embriyolar iiretilmistir.
Embriyogenesis farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve BAP igeren ortamlarda
gergeklestirilmistir. Diger BBD kombinasyonlarina gére 5 mM 2,4-D ve 0.5 mM
ya da 5 mM BAP igeren ortamlar 6nemli diizeyde daha fazla somatik embriyo
iiretmistir. Cigek sap1 eksplantlar1 diger eksplantlardan daha erken somatik embriyo
iretmistir. Slirgiin ucu kiiltiiriinden alinan yapraklar, 2,4-D ya da NAA ile kombine
edilen ortamlarda somatik embriyo iiretirken, piklorom igeren ortamlarda iiretim
saglanamamigtir. Somatik embriyolar, 4.9 mM IBA’ya ek olarak 4°C’de soguk
uygulamasi ile etkili bir sekilde bitkilere doniigmiistiir.

Tanaka ve ark. (2000) Dendranthema grandiflorum (Ramat.) Kitamura
cv. Aboukyu’da ray floret eksplantlarindan yiiksek konsantrasyonda IAA ve
Kinetin iceren MS ortam1 kullanarak somatik embriyogenesis siirecini
incelemislerdir. NAA igeren ortamda somatik embriyogenesis uyartimi
saglanmistir, ancak IBA ve 2,4-D’de basar1 saglanamamistir. BAP ve thidiazuron
gibi diger sitokininler de etkili olmamistir. Yiiksek BAP konsantrasyonlarinda ¢ok
sayida adventif siirgiin olugurken, farkli konsantrasyonlarda BAP ve Kinetin ile
diisiik konsantrasyonlarda IAA igeren ortamlarda embriyo olusumu goriilmemistir.
Bitkiler etkili bir sekilde elde edilen embriyolardan rejenere edilmistir.

Shinoyamai ve ark. (2004) krizantemde [Dendranthema x Grandiflorum
(Ramat.) Kitamura] etkili ve basit bir somatik embriyogenesis protokoli
gelistirmislerdir. En iyi somatik embriyo iiretimi, 2 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l Kinetin
iceren MS ortamindan saglanmistir. En yiliksek embriyodan bitkiye doniisiim
frekansin1 1-2 mm uzunlugundaki koklere sahip embriyolar vermistir. Kok
meristemleri kiiltlir baglangicindan 20 giin sonra somatik embriyolarda olusurken,

sirglin uglar1 hormon icermeyen ortamlara aktarildiktan sonra olusmaya
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baglamigtir. Rejenere olan bitkilerin bliylime siiregleri, yaprak ve ¢igek
morfolojisinin normal oldugu, ancak ¢igeklerin kesim giiniiniin kontrol
bitkilerinden farkli oldugu bildirilmistir.

Emek ve Erdag (2007) in vitro kosullarda yan tomurcuklardan elde edilen
stirglinlerin yapraklarini kullanarak Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf’ta somatik
embriyogenesis protokolii gelistirmiglerdir. Yan tomurcuklar, siirgiin olusturmak
icin farkli konsantrasyonlarda BA igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Tomurcuk basina en yiiksek sayida siirglin olusumu, 2 mg/l BA igeren MS
ortamindan elde edilmistir. Somatik embriyo olusumunu saglamak icin, in vitro’da
elde edilen siirglinlerden olusan yapraklar eksplant olarak kullanilmistir. Kalluslar,
yapraklarin farkli konsantrasyon ve oranlarda NAA ve BA iceren MS ortamlarinda
kiiltiire alinarak, yapraklarin orta ve taban kisimlarindan elde edilmistir. En yiiksek
kallus olusum orani, yapraklarin bazal kisimlarinin 5 mg/l NAA igeren MS
ortaminda karanlik ortamda kiiltiir edilmesi ile elde edilmistir. Kremsi beyaz renkte
dagilgan kalluslar, 0.1 mg/l BA iceren MS ortaminda ve aydinlik ortamda 4 hafta
igerisinde ¢ok sayida somatik embriyo iretmiglerdir. Iyi gelisen somatik
embriyolar, 0.1 mg/l BA ve diisiik diizeyde (20 mg/l) siikroz igeren MS ortaminda
¢imlenmiglerdir. Bu ortamda somatik embriyolarin %401 bitkiye doniismiistiir.
Sogan olusumu ise ayni oranda BA ve 30 g/l siikkroz igeren MS bazal ortamindan
saglanmugtir.

Fritillaria imperialis nesli tikenmekte olan bir tiirdlir ve dolayisi ile bu
tiiriin in vitro kosullarda mikro ¢ogaltimi, germplazm muhafazasi ve ticari iiretimi
icin biiylik bir 6nem arz etmektedir. Bu nedenle Mohammadi ve ark. (2007),
Fritillaria imperialis’in tag yapraklarini farkli konsantrasyonlar iceren besi
ortamlarinda kiiltiire almislardir. Ayrica soguk uygulamasi ve 1s1gin kalluslar
iizerinde somatik embriyo uyartim ve rejenerasyon olusturmadaki etkisini ayrintili
olarak incelemislerdir. Soguk uygulamasi somatik embriyogenesis siirecine inhibe

edici etki yaptigini saptamiglardir. Farkli kombinasyonlarda BAP, NAA ve [AA
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igeren ortamlar test edilmistir. Bu ortamlardan 0.1 mg/l BAP, 0.6 mg/l NAA ve 0.4
mg/l IAA igeren B5 ortami, yumru iiretimi i¢in en iyi ortam olarak bulunmustur.

Ptak ve Bach (2007) lalede somatik embriyogenesis igin protokol
gelistirmiglerdir. Somatik embriyogenesis diisiik sicaklik uygulamasi siiresince
“Apeldoorn” ¢esidinin yumrularindan alinan ¢igek saplart ile baslatilmistir.
Calismada, soguklama yapilmayan ya da 12 ya da 24 hafta soguklama yapilan
soganlar kullanilmistir. Eksplantlar, 1-100 pM konsantrasyonda oksinler (2,4-D,
pikloram, NAA) ve 0.5-50 uM konsantrasyonda sitokininler (BA ve zeatin)
kullanilarak kiiltiire alinmistir. Oksin konsantrasyonlarindaki artig, homojen
renksiz kallusa doniisen eksplant parankimasimin yogun sekilde genislemesine
neden olmustur. Aynmi ortamda, sarimsi nodiler kalluslarin igerisinde iletim
demetleri olusmustur. Pikloram embriyojenik nodiiler kallus olusumunu uyarmada,
2,4-D’den daha etkili olmustur. Kallus olusumu i¢in 12 hafta boyunca
soguklamada bekletilmis soganlardan alinan gigek sapinin alt kismmin en iyi
eksplant oldugu bildirilmistir. En fazla somatik embriyo iiretimi, 25 pM Picloram
ve 0.5 pM BA’dan elde edilmistir. Adventif koklerin gelisimi 2,4-D varliginda
gerceklestirilmigtir. Globular embriyolar, torpedo asamasina 5 uM BA ve 0.5 uM
NAA’nin etkisi ile donligsmiistiir.

Simoes ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, Cleome rosea igin somatik
embriyogenesis araciligi ile etkili bir vejetatif ¢ogaltim protokolii bildirmislerdir.
Fide olarak yetistirilen C. rosea’ya ait yaprak ve govde eksplantlari IAA, NAA,
pikloram ya da 2,4-D iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Nodiiler kalluslar
her iki eksplant tipinden de 4.5 ve 9.0 uM 2,4-D’den elde edilmistir. Govde
eksplantlarindan elde edilen kalluslardan embriyo gelisimi ve olgunlagsmasi,
kalluslarin baslangigtaki 2,4-D konsantrasyonunun onda biri (0.45 and 0.90 pM)
kadar kullanildig1 ortamlarda basarilmistir. Yaprak eksplantindan olusan kalluslar
ise ayni uygulama ile embriyo olusturmamistir. En yiiksek kallus olusum frekansi
(%85) ve kallus basina diisen embriyo sayisi (13.4542.8), 0.90 uM 2,4-D iceren

ortamda ilk alt kiiltiir sirasinda elde edilmistir. Embriyolarin bitkilere doniistimii
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hormon igermeyen MS ortami icerisinde gergeklestirilmistir. Bitkilerin topraga
aktarilmasindan {i¢ ay sonra klimatizasyon orani %53 olarak tespit edilmis ve elde
edilen bitkiler normal fenotipik 6zellik gostermistir.

Yaacob ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada Agapanthus praecox ssp.
Minimus’ta bir aylik steril fidelere ait kdok, yaprak ve sogan eksplantlarii
kullanarak etkili ve hizli bir somatik embriyogenesis yontemi rapor etmislerdir.
Yiiksek bitki rejenerasyonu (%95) verebilen dagilgan yapidaki kalluslar,
eksplantlarin pikloram, 2,4-D, TDZ ve NAA ile BAP’n farkli kombinasyonlarini
(0.5-2 mg/l) iceren MS ortaminda, kiiltiir baglangicindan itibaren 1-2 ay igerisinde
verimli bir sekilde iiretilmistir. Daha sonra g¢ogaltilan kalluslar bol miktarda
somatik embriyo iiretimini uyartmak icin 2 hafta aralikla ayni igerige sahip
besiyerlerine aktarilmistir. Bu asamadan sonra kalluslar tiim bitki rejenerasyonu
icin BBD icermeyen ortamlara aktarilmistir. Analiz sonuglari, eksplant tipinin
BBD uygulamasindan yiiksek oranda etkilendigini gostermis ve en iyi tepkiyi
veren eksplant kok olmustur. Pikloram, yaprak eksplanti iizerinde en iyi sonuglar
verirken, 2,4-D kok ve sogan eksplantlari iizerinde en iyi sonuglari vermistir.
Somatik embriyolarin daha ileri gelisim asamalar1 bazal MS ortaminda
gercgeklestirilmistir. Rejenere olan bitkiler %86.7 hayatta kalma orani ile dig ortama
alistiritlmistir. Taramali elektron mikroskobu ile yapilan gozlemler in vivo ve in
vitro’daki bitkiler arasinda morfolojik farkliligin bulunmadigini gostermistir.

Ploidi bazen bitkiler protoplast ve kallus kiiltiirleri ile iiretilince de
olusabilmektedir. Bu nedenle Tomiczak ve ark. (2015) Gentiana decumbens L.fte
protoplast kiiltiirii ¢alismiglar ve calismada diploid Gentiana decumbens L.f¢ ait
yesil yaprak mezofil protoplastlarindan bitkileri rejenere etmiglerdir. Geng
yapraklarin %1.0 (w/v) seliillaz ve 9%0.5 (w/v) maserozim iceren enzim karisimi
igerisinde inkiibe edilmesiyle, gram basina 9x105 adet protoplast, elde edilmistir.
Modifiye edilmis MS ortami kullanilarak agaroz taneleri icerisinde kiiltiire alinan

protoplastlar, 2 mg/l NAA ve 1 mg/l TDZ igeren ortamda mikrokalluslari
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olusturmustur. Flow sitometrik analizler ve kromozom sayimi tiim rejenerantlarin
tetraploid oldugunu goéstermistir.

Baskaran ve Staden (2017) Lachenalia montana Schltr. ex W.F.
Barker’in yaprak eksplantlarindan hiicre kiltiirii ile embriyogenesisi, dagilgan
embriyojenik kallus (DEK) kullanarak ilk defa gergeklestirmiglerdir. DEK
kiiltiirleri farkli konsantrasyon ve kombinasyon igeren siikroz ve BBD iceren MS
ortamlarinda kurulmustur. Somatik embriyolar BBD igeren ya da icermeyen sivi
kiiltiir igerisindeki DEK’lerden elde edilmistir. Daha fazla sayida, farkli gelisim
asamalarindaki (globular safhasindan kotiledon sathasina kadar) embriyolar 0.5
uM 2,4-D ve 1 uM TDZ igeren sivi MS ortamindan elde edilmistir. Cimlenme
frekansi (%33.7), 1 uM 2,4-D ve 2 pM TDZ igeren sivi MS ortaminda en yliksek
bulunmustur. Farkli asamalardaki somatik embriyolar (%92) 15 g/l siikkroz ve
floroglusinol igeren katt MS ortaminda ¢imlenmistir. Bitkiler sera kosullarinda
basaril1 bir sekilde dis ortama alistirilmustir.

Petric ve ark. (2017) Fritillaria meleagris L.’de somatik embriyogenesisin
erken asamalarindaki esteraz ve peroksidaz enzimatik profilini belirlemislerdir.
Somatik embriyogenesis, 2,4-D igeren ortamda yaprak tabani eksplant1 kullanilarak
uyartilmistir. Zimografi, kontrol eksplantlar1 ile karsilastirildiginda morfogenez
sirasinda farkli izoform ve peroksidaz olmak iizere farkli pargalarin mevcut
oldugunu gostermistir. Bir izoform esterazi sadece somatik embriyogenesis
esnasinda, bir izoform da kontrol explantlarinda tespit edilmistir. 1-naftalin biitirat
ile yapilan analizler F. meleagris’te somatik embriyogenesise katilan esterazlarin,
aril esteraz ailesine ait oldugunu gostermistir. F. meleagris'in morfogenezinde yer
alan bes esteraz izoformunun, aril esteraz ailesinde yer alirken, iki izoformun
karboksil esterazlardan oldugu ilk kez kanitlanmaistir.

Shen ve ark. (2018) Tolumnia Louise Elmore ‘Elsa’da yaptiklar1 somatik
embriyogenesis ¢alismasinda eksplant olarak in vitro kosullarda yetisen bitkilerin
yapraklarim1 kullanmislardir. Calismada direk somatik embriyogenesisi uyarmak

icin 0.3, 1 ve 3 mg/l konsantrasyonlarda bes farkli sitokinin (2iP, BA, Kinetin,
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TDZ ve zeatin) iceren 2 MS besi ortami kullanilmistir ve karanlikta kiiltiire
alimigtir. Doksan giinliik kiiltir sonrasinda 3 mg/l TDZ igeren ortamdan en fazla
oranda somatik globular embriyo elde edilmistir. Isik rejiminin ve 2,4-D’nin direk
somatik embriyogenesisi yiiksek oranda geciktirdigi ve %95-100 oraninda
kahverengilesmenin  olustugu  bildirilmistir.  Histolojik  gdzlemler, yaprak
hiicrelerinin 6nce meristamatik hiicrelere, ardindan somatik proembriyolara ve
daha sonra somatik kiiresel embriyolara boliindiigiinli gostermistir. En son agsamada
somatik embriyolar, siirgiin ve kok meristemini igeren bipolar yapiya donlismiistiir.
Taramali elektron mikroskopu gozlemleri, yaprak eksplantlarindan direkt somatik
embriyogenesisin es zamanli olmadigim1 gostermistir. Somatik embriyolar,
yapragin u¢ kisminda, iist ylizeyinde ve bir catlak boyunca mezofil kisminda
olusmustur ve eksplantin heterojenitesini yansitmistir. Doksan giinliik globular
embriyolar, ana dokudan almarak hormon igermeyen 2 MS besi ortamina
aktarilmislar ve 1s1kli ortamda 1 cm uzunlugunda bitkileri olusturana kadar 1 ay
stire ile kiiltiire alinmisglardir. Sonraki {i¢ ay boyunca bitkicikler spagnum yosunu
ile saksilanmiglar ve gélgelendirilmis sera igerisinde klimatize edilmislerdir. Bir ay

sonraki hayatta kalma oraninin %100 oldugu bildirilmistir.

2.4. Sentetik Tohum Calismalari

Winkelmann ve ark. (2004) Cyclamen persicum’da yaptiklar1 ¢aligmada
stvi1 kiiltiirde trettikleri embriyolardan sentetik tohum iiretmislerdir. Bu ¢aligmada,
globular embriyolar kullanilarak klasik aljinat ile kaplama ve oluklu tanecik
sentetik tohumlar olmak iizere iki farkli kapsiilasyon sistemi denenmistir. Aljinat
tanelerindeki ¢imlenme oranlar1 kaplama yapilmamis kontrol embriyolar1 kadar
yiiksek (%97) bulunmus, ancak ¢imlenme daha ge¢ olmustur. Oluklu taneciklerde
ise ¢imlenme orant %71 olarak tespit edilmis ve ¢imlenme daha ge¢ olmustur.
Oluklu taneciklerde ¢imlenme kapsiil icerisinde olmustur ve kapsiil disina ¢ikis

aljinat kapsiillerindekilere gore daha zor olmustur. Dért hafta boyunca 4°C’de

35



2. ONCEKI CALISMALAR Metin KOCAK

depolama hem kontrol grubunda hem de kapsiillenmis embriyolarda canliligin
azalmasina sebep olmustur.

Seyring ve Hohe (2005) Cyclamen persicum Mill'de sentetik tohumlarin
gelistirilmesi i¢in yaptiklart ¢alismada, C. persicum’a ait somatik embriyolarin
kuruma toleransinin uyarilmasi igin gesitli prosediirleri test etmiglerdir. Morfolojik
Ozelliklere gore olgun embriyolarin dikkatli bir sekilde secilmesinin en Onemli
etken oldugu bildirilmistir. En yiiksek ¢imlenme orani, kuru agirligin her bir
graminda 0,2 gr H,O igeren 700-1000 um boyutlarindaki torpedo seklindeki
somatik embriyolardan elde edilmistir. Olgunlasma besiyerine, 75 g/l polietilen
glikol ve 10 mg/l absisik asit eklenmesi kuruduktan sonra somatik embriyolarin
cimlenme oranmi %28’¢ (uygulama yapilmayan kontrol grubunda %4) kadar
¢ikarmustir.

Mohanty ve ark. (2013) Cin’de tibbi aromatik olarak énemli bir kullanim
alan1 olan Dendrobium nobile’de protokorm benzeri yapilarin farkli ozmotik
maddeler (siikroz ve mannitol) kullanilarak kisa siireli muhafazasini
arastirmiglardir. Kapsiilleme maddesine diisiik siikroz ve mannitoliin (% 3 ve % 5)
eklenmesi durumunda, kontrol grubu ile neredeyse ayni sonuglar elde edilmistir.
Biitiin uygulamalarda protokorm benzeri yapilarin yaridan fazlasi kapsiil digina
cikmistir. Ancak kapsiil matrisinin %7.7 ile %12.5¢e ¢ikarilmast durumunda kapsiil
disina ¢ikis 60. giine kadar depolamada bile ger¢eklesmemistir.

Haque ve Ghosh (2014) Drimiopsis kirkii’de indirek somatik
embriyogenesis yontemi ile etkili bir rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. Bu
protokolil kullanarak elde ettikleri embriyolar1 kalsiyum aljinat ile kaplamiglardir
ve depolama potansiyellerini arastirmislardir. En yiiksek sentetik tohum ¢imlenme
orani, %93.3 ile %1 sodyum aljinat ile kaplanan sentetik tohumlardan elde
edilirken, bunu %86.7’lik oranla %2.5 sodyum aljinat ile kapli sentetik tohumlar
takip etmistir. Sentetik tohumlar 4, 15 ve 24°C olmak {izere ii¢ farkli sicaklikta 6
aya kadar depo edilmislerdir. Farkli sicakliklarda muhafaza edilen sentetik

tohumlardan, 15 °C’de 4 ay sonra %64.4 cimlenebilirlik goriilmiistir. Hem
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kapsiillenmemis hem de kapsiillenmis embriyolar basarili bir sekilde topraga
aktarilmis ve sirasi ile %93.3 ve %83.3’liikk hayatta kalma oranlar1 géstermislerdir.
RAPD analizleri sonucunda bitkiciklerde herhangi bir varyasyonun olmadigi
saptanmistir.

Mahendran (2014) yaptigi ¢alismada, Cymbidium bicolor Lindl.’da 60
glinliik tohum kiiltiirlerinden elde ettigi protokormlar1 ¢ogaltim ve kisa siireli
muhafaza i¢in kapsiile almistir. Farkli konsantrasyonlarda jel maddesi (sodyum
aljinat) ve katilastirict (kalsiyum klorit), tiniform tane olusumu i¢in test edilmistir.
Ideal tane, %3 sodyum aljinat ve 100 mM kalsiyum klorit kullanilarak elde
edilmistir. Protokormlar en yiiksek doniisiim oranini 4.42 pM BA iceren MS
ortaminda gostermiglerdir. Kapsiillenmis protokormlar, 25°C’de muhafaza
edildiklerinde yesil renklerini ve canliliklarini korumuslar ve 365 giin sonra bile
cimlenebilmislerdir. Protokormlar, 4°C’de muhafaza edildiklerinde ise 30. giine
kadar canliliklarin1 muhafaza etmisler ve daha sonrasinda ise doniistim oranlari ani
bir sekilde diismiistiir. Iyi gelismis bitkicikler, vermikiilit igeren plastik saksilara
ekilmis ve iklimlendirme igin kiiltiir odasinda 60 giin bekletilmislerdir. Bitkilerin
%90’1 bagaril1 bir sekilde topraga aktarilmistir.

Yiicesan ve ark. (2014) Muscari armeniacum’da farkli konsantrasyonlarda
BA (0.5, 1.0 veya 2.0 mg/l) ve 0.5 mg/l NAA iceren LS ortamindan etkili bir
rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir. En yiiksek direk somatik embriyo
olusumu, 10 hafta sonra eksplant basina ortalama 7.9 embriyo ile 2.0 mg/l BA ve
0.5 mg/l NAA igeren LS ortamindan elde edilmistir. Olgunlasmamis soganlar,
sodyum aljinat ile kaplanarak ya da dogrudan 0.5-1 mg/l GA; igeren ya da
icermeyen LS ortamlarmma 6 haftaligima aktarilmistir. Kapsiillenmis soganlar, 4
°C’de karanlikta 10 hafta siire ile muhafaza edilmis ve neredeyse tiim soganlar
canliliklarini korumustur.

Stella ve ark. (2015) hormon igeren ve icermeyen MS ortamlarinda bir

orkide tirli olan Spathoglottis plicata blume tohumlarimin rejenerasyon
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potansiyellerini test etmislerdir. Elde ettikleri protokorm benzeri yapilari, %3
sodyum aljinat ile kaplamislardir.

Bektas ve Sokmen (2016) Serapias vomeracea’da TDZ’nin farkli
konsantrasyonlarimi (0.1, 0.25, 0.5,1.0, ve 2.0 mg/l) ve 1.0 mg/l IBA igeren
Orchimax ortami kullanarak protokorm benzeri yapilar elde etmislerdir. Sentetik
tohum iiretimi i¢in %3 sodyum aljinat ve 75 mM kalsiyum kloriir kullanmislardir.
Yapay endosperm olarak aktif karbon icermeyen BBD olarak 2 mg/l Zeatin ve 1
mg/l IBA igeren Orchimax ortami1 kullanmiglardir. Sentetik tohumlarin
¢imlendirilmesini in vitro ve steril toprakta gerceklestirmiglerdir. /n vitro da
¢cimlenme orani, %80 olarak elde edilirken, toprak kosullarinda bu oran %75 olarak
hesaplanmustir.

Baskaran ve ark. (2017) Urginea altissima’da yaprak ya da uzunlamasina
ince hiicre tabakalarindan muhafaza ve ticari c¢ogaltim yapmak amaci ile
organogenesis ve sentetik tohum protokoliinii gelistirmislerdir. In vitro
rejenerasyonunu saglamak icin farkh bitki biiylime diizenleyiciler ve floroglusinol
iceren yart katt ve sivi MS ortamlarnt kullamilmistir. Uygulamalar arasinda en
yiiksek siirgiin olusumu (eksplant bagina 17.4) 10 uM meta-Topolin (mT) ve 2 uM
benziladenin igeren sivi MS ortamindan sonra yar1 katt MS ortama aktarilan
kiiltiirlerden elde edilmistir. Siirgin uglari, %3 sodyum aljinat ve 100 mM
kalsiyum klorit iceren MS ortamu ile kaplanmigtir. Sentetik tohumlardan adventif
stirgiin olusumu (% 91.0; sentetik tohum bagina 12.6 siirgiin), karanlikta ve 25 +
2°C'de 15 giin saklandiktan sonra 10 uM mT ve 2 uM NAA igeren yar1 katt MS
ortamindan elde edilmistir. Siirgiin uglari, 5 uM IBA ve 2,5 uM NAA igeren
ortamlara aktarildiginda koklenme saglanmistir. Tiim bitkiler serada 1/1 oraninda

karistiritlmig vermikulit/toprak karigiminda %100 oraninda aklimitize edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkisel Materyal

Tez c¢aligmasinda Dbitkisel materyal olarak Cyclamen coum tiri
kullanilmistir. C. coum’a ait bitkiler daha énceden TUBITAK 1100102 no’lu proje
kapsaminda dogadan toplanmis ve Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge
Bitkileri Boliimii Siis Bitkileri serasinda kiiltiire alinmistir. Bitkiler esit miktarda
torf, perlit ve kum karisimi igerisinde 3 litrelik plastik saksilarda yetistirilmistir.
Vejetasyon siireci boyunca bitkilere haftada bir, saksi bagina 300 ml olacak sekilde
musluk suyu ile sulama islemi yapilmugtir. Iki ayda bir %2’lik N: P: K (18-6-26)
giibrelemesi yapilmistir. Tezgah iizerinde yetistirilen bitkilerin iizerine koyu yesil
netler ¢ekilerek giines 1sinlarindan zarar gormeleri engellenmistir. Tez kapsaminda
kullanilan C. coum tiirine ait bitkiler, Trabzon ilinden iki farkli lokasyonda
toplanmustir. 11k lokasyonun koordinatlar1 40°37.062'K, 40°17.983'D 1118m rakim,
ikinci lokasyonun koordinatlari ise 40°36.298'K, 40°19.027'D 1146m rakimdir.

3.1.1. Cyclamen coum var. coum

Tez ¢aligmasinda kullanilan tiir, iki ana yayilis alanina sahiptir. Bu yayilis
alanlarindan ilki Kafkasya, Kirim ve Tiirkiye’de Karadeniz’i ¢evreleyen daglardan
Bulgaristan’da Tuna nehrinin giineyine dogru uzanan kisimlar1 igine alir. ikinci
alan ise Akdeniz'in kuzeydogusundaki daglardan, Israil'e kadar uzanan alam
kapsamaktadir. Ulkemizde ise Toros Daglari, Amanos Daglarinda ve Karadeniz
Bolgesi’nde yetismektedir (Sekil 3.1). C. coum, deniz seviyesinden 2100 m’ye
kadar olan yiiksekliklerde yetismektedir. Humusga zengin topraklarda, igne
yaprakli agaclarin bulundugu ormanliklarda, ¢alilik ya da bodur agacglarla kaph
nemli bolgelerde veya nemli kayaliklarda yayilis gostermektedir. Soguklara karsi
dayanikli olmasi ile 6n plana ¢ikan bu tiir, dis mekan siis bitkisi olarak 6énemli bir
potansiyele sahiptir. Kromozom sayis1 2n=30 olarak bilinmektedir. Yumrular1 5

cm’ye kadar ulasabilmektedir, yapraklar genis kalp seklinde ve uzunluklar1 2-8 cm
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arasinda, yaprak cap1 ise 2-3 cm ¢apinda olmaktadir. Ayrica yapraklarda tiire bagh
olmaksizin oldukga parlak, koyu yesil veya gri yesil ve yapraklarda beyaz lekeler
bulunmaktadir. Ta¢ yapraklar, acik veya koyu kirmizi pembe renktedir. Beyaz

renkte tag yapraklar, olduk¢a nadiren goriilmektedir (Sekil 3.2). Cigeklenme,
Subat-Mayis aylarinda ger¢eklesmektedir (Sevindik, 2018; Sarijlu, 2016).

s

-

Sekil 3.2. Dogl yayilig gosteren C. coum rﬁ (Mendi ve Ciiriik 2016)
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3.2 Metot

Tez calismasinin in vitro denemelerinin bir kismi ve bitkilerin kiiltiirel
bakim islemleri, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvart ve siis bitkileri serasinda 2016-2018 yillar
arasinda gergeklestirilmistir. /n vitro denemelerin diger kismi ve elde edilen
bitkilerin dis ortama alistirilmasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvart ve alistirma serasinda

2018-2019 yillar1 arasinda gerceklestirilmistir.

3.2.1. Eksplantlarin Yiizeysel Sterilizasyonu

In vitro denemeler i¢in kullanilacak eksplantlar (yaprak ve yaprak sapi),
saglikli durumda olan (hastalik ya da zararli bulundurmayan) bitkilerden se¢ilmis
ve orta biiyiikliikteki yapraklar, saplari ile birlikte alinmistir. Yaprak ve yaprak
saplar1 birbirlerinden ayrilarak ayri kaplar igerisine konulmustur. ilk olarak Kocak
ve ark. (2014)’nmin C. persicum igin bildirmis olduklar1 sterilizasyon yontemi
denenmistir. Tekrar eden denemelerde Cizelge 3.1’de verilen sterilizasyon

denemeleri kurulmustur. Sterilizasyon igsleminin asamalar1 Sekil 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.1. Kurulan sterilizasyon denemeleri

Uygulanan islem Uygulama dozu Uyg”ular'na
siiresi

Antibakteriyel s1vi sabunla yikama
2 Musluk suyu altinda bekletme --- 20 dakika
g HgCl,’de bekletme % 0,1 30 dakika
: Saf su ile durulama
% Etil alkolde bekletme % 70 1.5 dakika
% Steril saf su ile durulama
% Domestos”’da bekletme % 30 30 dakika
- Steril saf su ile durulama

Antibakteriyel s1v1 sabunla yikama
'z Musluk suyu altinda bekletme - 20 dakika
g HgCl,’de bekletme % 0,1 25 dakika
2 Saf su ile durulama
% Etil alkolde bekletme % 70 1.5 dakika
:TE_ Steril saf su ile durulama
% Domestos”’da bekletme % 30 25 dakika
° Steril saf su ile durulama
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Sekil 3.3. Yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinin sterilizasyonu A) Eksplantlarin
antibakteriyel sivi sabun ile yikanmasi, B) Eksplantlarin ¢esme suyu
altinda bekletilmesi, C) Eksplantlarin % HgCl2’de bekletilmesi, D)
Eksplantlarin Domestos®”da bekletilmesi.

3.2.2. Eksplantlarin Hazirlanmasi ve Kallus Gelistirme Kiiltiirii

Eksplantlar sterilizasyon islemi sonrasi steril pens ve bistiiri kullanilarak
kiigiik parcalara boliinmiis ve besi ortamlarma aktarilmistir (Sekil 3.4). C. coum
tirtiinde embriyojenik kalluslarmm elde edilmesi i¢in yaprak ve yaprak sapi
eksplantlar1 kullanilarak farkli denemeler kurulmustur. Bu denemeler maddeler
halinde verilmistir. Kurulan biitiin denemelerde besi ortami olarak MS

kullanilmigtir. MS besiyeri igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.4. Eksplantlarin hazirlanmasi ve besi ortamlarina aktarilmasi A) Yaprak
eksplantlarinin hazirlanmasi, B) Yaprak eksplantlarmin besi ortamina
aktarilmasi, C) Yaprak sapi eksplantlarinin hazirlanmasi, D) Yaprak
sap1 eksplantlarinin besi ortamina aktarilmasi

D

Cizelge 3.2. Tez caligmasinda kullanilan MS besi yeri igerigi

Makro elementler (MS) (mg/l)
NH4NO; 825
KNO; 950
CaCl, x 2H,0 220
MgSO, x 7H,0 185
KH,PO, 85
Mikro elementler (MS) (mg/l)
H;BO; 3.1
MnSO, x1H,0 8.45
ZnSO, x7H,0 53
KI 0.415
Na,MoO, x 2H,0 0.125
CuSO, x 5H,0 0.0125
CoCl; x 6H,0 0.0125
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3.2.2.1. Deneme I
Bu denemede 2 MS besi ortami ve diger komponentler kullanilmigtir

(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Denemelerde kullanilan besi yeri ve diger komponentler

Icerik Miktar (1 litre i¢in)
MS (Basal) 22¢g
MS Vitamin 500 pl
FeEDTA 5ml
Pepton 250 mg
Siikroz 30g
Glukoz 2g
Myoinositol 0.05¢
B.B.D. Degisken (Cizelge 3.3)
pH S
Gelrite 3g

Bitki biiylime diizenleyici olarak NAA, BA ve Kinetinin farkh
kombinasyon ve konsantrasyonlarindan olusan 24 farkli ortam kullanilmistir
(Cizelge 3.4). Denemede genotip etkisini ortadan kaldirmak igin farkh
genotiplerden (Sekil 3.5) alinan eksplantlar, her petriye 4’er adet konularak ve her
bir eksplant i¢in her ortamdan 20 adet petri ile deneme kurulmustur. Denemede
kullanilan tiim ortamlara her bitkiden eksplant alinarak aktarilmistir. Ortamlara
aktarilan eksplantlar tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de kiiltiire alinmustir. Alt

kiiltiir islemi her 4 haftada bir diizenli olarak gergeklestirilmistir.
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izelge 3.4. Deneme I’de kullanilan farkli BBD konsantrasyon ve kombinasyonlari

Ortam No NAA (mg/l) BA(mg/l)

Kontrol 0 0
1 1 0.5
2 1 1
3 1 1.5
4 1 2
5 2 0.5
6 2 1
7 2 1.5
8 2 2
9 2.5 0.5
10 2.5 1
11 2.5 1.5
12 2.5 2

Ortam No NAA (mg/l) Kinetin (mg/l)

13 1 0.5
14 1 1
15 1 1.5
16 1 2
17 2 0.5
18 2 1
19 2 1.5
20 2 2
21 2.5 0.5
22 2.5 1
23 2.5 1.5
24 2.5 2
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Sekil 3.5. Deneme I’de kullanilan genotipler
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3.2.2.2. Deneme 11

Deneme II’de Winkelmann (2010)’nin C. persicum igin bildirdigi protokol
kullanilmigtir. Bu protokole gore ortam olarak 2 MS besiyeri ve BBD olarak 2
mg/l 2,4-D ve 0,8 mg/l 2iP kullanilmistir. Diger komponentler, Cizelge 3.2’de
verildigi gibidir. Deneme petri basina 4 eksplant olacak sekilde kurulmugtur
(Cizelge 3.5). Eksplantlar tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de Kkiiltiire

alinmustir.

Cizelge 3.5. Deneme II'nin deneme plani

: Petri sayis1
Besi ortami Yaorak Yaorak
ve Bitki no P P Toplam (Petri)
BBD sap1
15 petri 15 petri
TCC-26 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
15 petri 15 petri
TCC-56 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
15 petri 15 petri
Y MS P P
TCC-10 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
2 mg/12,4-D 15 petri 15 petri
0,8 mg/l 21P TCC-16 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
15 petri 15 petri
TCC-4 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
Toplam
75 75 150
(Petri)
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3.2.2.3. Deneme III

Deneme III’de Winkelmann ve ark. (2010)’nin C. persicum igin gelistirdigi
protokoliin iki farkli modifiye edilmis hali kullanilmistir. ilk ortamda (M1),
kullanilan BBD konsantrasyonlar1 yariya diisiiriilmiistiir (1 mg/l 2,4-D + 0,4
mg/l 2-iP) diger ortamda (M2) ise 2 MS yerine tam miktar MS
kullanilmigtir (Cizelge 3.6). Deneme petri basina 4 eksplant gelecek sekilde
kurulmus ve eksplantlar tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de Kkiiltiire

alimmustir.

Cizelge 3.6. Deneme I1I’{in deneme plani

Besi ortam ve g Petri sayisi .
BED Bitki no Vel ey Toplam (Petri)
15 petri 15 petri
TCC-4 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
(M1)
15 petri 15 petri
¥ MS
TCC-56 (her petride (her petride 30
1 mg/12,4-D
4 eksplant) 4 eksplant)
0,4 mg/1 21P
15 petri 15 petri
TCC-47 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
15 petri 15 petri
TCC-29 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
(M2)
15 petri 15 petri
Full MS
TCC-20 (her petride (her petride 30
2 mg/12,4-D
4 eksplant) 4 eksplant)
0,8 mg/1 21P
15 petri 15 petri
TCC-11 (her petride (her petride 30
4 eksplant) 4 eksplant)
Toplam (Petri) 90 90 180
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3.2.2.4. Deneme 1V

Bu denemede eksplantlar 1 ay boyunca 4°C’de soguk uygulamasina maruz
birakilmistir. BBD olarak NAA ve BA’nin farkli konsantrasyonlar (Cizelge 3.3’te
verilen 1-12 nolu ortamlar) kullanilmistir. Soguk uygulamasinin ardindan
eksplantlar diger denemelerde oldugu gibi tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de

kiiltiire alinmustur.

3.2.2.5. Deneme V

Yaprak saplari, oval sekilde ince diskler halinde kesilerek 6 cm’lik petri
kaplarindaki besi ortamlaria aktarilmigtir (Sekil 3.6). Her petriye 10’ar adet
eksplant konulmustur. Ortam olarak 6, 8, 18 ve 20 (Cizelge 3.3) numarali ortamlar
kullanilmistir. Eksplantlar tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de kiiltiire

alinmustir.

Sekil 3.6. Eksplantin hazirlanmas1 A)Yaprak saplarinin ince oval diskler seklinde
kesilmesi, B) kesilmis halde yaprak sapi diski, C) Eksplantlarin
ortamlara aktarilmasi
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3.2.2.6. Deneme VI

Donoér bitki olarak, in vitro’da rejenerasyon sonucu elde edilen bitkiler
kullanilmigtir (Sekil 3.7). Bu bitkilerden alinan yaprak ve yaprak saplari 6, 8, 18 ve
20 numaral (Cizelge 3.3) ortamlarda kiiltiire alinmugtir. Kiiltlir sartlart diger
denemelerde oldugu gibi tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de

gerceklestirilmistir. Deneme her petriye 3 eksplant konularak kurulmustur.

Sekil 3.7. Deneme VI’da kullanilan ir vitro kosullarda somatik embriyogenesis ile
elde edilmis bitkiler

Biitiin denemelerde kallus olusturma ortaminda eksplantlar 8 hafta siire ile
kiiltiire alinmigtir. Sekiz hafta sonunda kallus olusturan eksplantlar farklilagtirma

ortamina aktarilmistir.

3.2.3. Farklilasma ve Somatik Embriyolarin Cimlenmesi
Kallus uyartim ortamlarindan elde edilen kalluslar farklilagarak somatik
embriyolar1 olusturmasi ve somatik embriyolarin ¢imlenmeleri i¢in kallus uyartim

ortami ile ayni igerige sahip olan ancak BBD igermeyen ortamlara aktarilmistir. Bu
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ortamda eksplantlar, 4 haftada bir diizenli olarak alt kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir
islemi 24 °C’de ve embriyolar ¢imlenene kadar tamamen karanlik ortamda
gerceklestirilmistir. Embriyojenik  kalluslarin  farklilagsmasi  sonucu olusan
embriyolar farkli petrilere aktarilarak bireysel olarak kiiltiire alinmistir.
Cimlenmeye baglayan (kotiledon yaprak olusturan) embriyolar karanlik ortamdan
aydmlik ortama aktarilmistir. Cimlenme islemini tamamlayip birka¢ yaprak
olusturan bitkicikler petrilerden alinarak daha biiylik yetistirme kaplaria

aktarilarak kiiltiire devam edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Petride ¢imlenen ve sonraki asamada bireysel olarak kiiltiire alinan
bitkicikler

Cimlenen embriyolarda yeni yapraklarin olusumunu tegvik etmek amaci ile
farklilagtirma ortamina BA ve sitokinin eklenerek ii¢ farkli ortam ile bir deneme
kurulmustur. Ik ortam, 0.5 mg/l BA, ikinci ortam 0.5 mg/ Kinetin, {igiincii ortam
ise 0.5 mg/l BA ve 0.5 mg/l Kinetin icermektedir.
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Sekil 3.9. Bireysel olarak gelistirme kaplarinda kiiltiire alinan bitkicikler

3.2.4. Somatik Embriyolarin Elektron Mikroskopu (SEM) ile incelenmesi

Elde edilen embriyolarin farkli gelisim asamalari taramali elektron
mikroskopu altinda fotograflar1 ¢ekilerek incelenmistir. Farkli  geligsim
agsamalarindaki embriyolar, mikroskop altinda segilerek alinmistir. Taramali
elektron mikroskopunda incelemeden oOnce Ornekler kurutma igleminden
gecirilmistir. Ornekler ilk olarak fiksasyon amaci ile 50 ml Formaldehit, 50 ml
Propiyonik asit ve 900 ml %70’lik etil alkol iceren FPA 70 fiksasyon sivisi
icerisinde 1 giin boyunca bekletilmistir. FPA 70 ¢ozeltisinde bekletilerek fikse
edilen oOrnekler daha sonra alkol seviyeleri artan Johansen karigim serileri
icerisinde bekletilmistir (Sekil 3.10). Daha sonra saf tersiyer biitil alkol (TBA) ile
muamele edilen Ornekler etiivde bekletilerek kurutma islemi tamamlanmustir.
Uygulanan kurutma protokolii Cizelge 3.7°de verilmistir. Kurutulan 6rnekler SEM
analizi yapilmadan once altin paladyum ile kaplandiktan (Sekil 3.11) sonra FEI
Quanta 650 Field Emission SEM ile 20 kV’da incelenmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.10. Embriyo 6rneklerinin Johansen ¢ozeltileri igerisinde bekletilmesi

Cizelge 3.7. Embriyo 6rneklerinin kurutulmasinda uygulanan protokol

. Uygulama
I¢erik L. Uygulama sekli
siiresi
10 saat oda
. sicakliginda,  saatte
50 ml formaldehit, .
T bir hafifce
FPA 70 50 ml Propiyonik asit, 1 giin .
o calkalama. Geri
900 ml %70’lik etil alkol
kalan siirede +4°C’de
bekletme
150 ml saf su,
%85’lik Johansen | 500 ml etil alkol, 3 saat Oda sicakliginda
350 ml TBA
) 450 ml etil alkol,
%95°1ik Johansen 3 saat Oda sicakliginda
550 ml TBA
%100°Tuk 200 ml etil alkol,
3 saat Oda sicakliginda
Johansen 800 ml TBA
Tersiyer biitil
Saf 3 saat (2 kez) | Oda sicakliginda
alkol (TBA)
Etiiv 5 saat 40 °C’de
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Sekil 3.11. Embriyo 6rneklerinin altin paladyum ile kaplanmasi.
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Sekil 3.12. Embriyo 6rneklerinin FEI Quanta 650 Field Emission SEM ile analiz
edilmesi
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3.2.5. Bitkiciklerin Dis Ortama Aktarilmasi

BBD igermeyen ortamlarda kiiltiire alinan embriyolar ¢imlenerek yumru,
kok ve yaprak kisimlarini olusturduktan sonra dig ortama aktarim iglemleri
gergeklestirilmistir. Dig ortama aktarilacak biiylikliige gelen bitkicikler, biiylitme
kaplarindan ¢ikarilarak ¢esme suyu altinda besi ortamindan arinincaya kadar
yikanmigtir. Daha sonra % 0.3’liik benomil etken maddeli fungusite batirilan
bitkicikler, 1/1 oraninda steril torf/perlit iceren viyollere dikilmistir (Sekil 3.13).
Bitkicikler doku kiiltiirii alistirma serasinda (Sekil 3.14) kiiltiire alinarak gerekli
bakim islemleri yapilmistir. Diizenli olarak sulama islemi yapilmis ve gerekli nem

saglanmistir. Gerekli durumlarda fungisit uygulamasi yapilmistir.

Sekil 3.13. Bitkiciklerin dis ortama alistirilmasi A) Bitkiciklerin musluk suyu
altinda besi ortamlarindan arindirilmasi, B) Bitkiciklerin kurutma
kagidi iizerinde kurulanmasi, C) Bitkiciklerin fungusit soliisyonuna
daldirilmasi, D) Bitkiciklerin steril perlit torf karisimi igerisine
dikilmesi.

57



3. MATERYAL VE METOT Metin KOCAK

-

Sekil 3.14. Bitkilerin d1 ortama aktarildig: alistirma serasi

3.2.6. Sentetik Tohum Uretimi

Sentetik tohum tretim denemesinde, deneme VI’dan elde edilen somatik
embriyolar kullanilmigtir. Denemede 2 MS ile farkli besi ortamlarinin etkisini de
arastirmak i¢in, Woody Plant Medium (WPM, Cizelge 3.8, Lloyd ve McCown,
1980) ve Rugini Olive Medium (ROM, Cizelge 3.9, Rugini, 1984) olmak iizere 3
farkli besi ortami denenmistir. Her bir ortam igin prolin (1 g/l) ve spermin (0.05
g/l) igeren ve igermeyen Kkiiltiirler kullanilmigtir. Ayrica denemede ¢iplak
embriyolar (kaplama yapilmamis), jel maddesine besin ortami konulan ve
konulmayan sentetik tohumlar kullanilmistir. Deneme diizeni Cizelge 3.10°da

verilmistir.

58



3. MATERYAL VE METOT

Metin KOCAK

Cizelge 3.8.

WPM (Woody Plant Medium) icerigi
Igerik Miktar (mg/l)
NH;NO; 400
Ca(NO;)2. 4H,0 556
CaCl,. 2H,0 96
MgSO,. 7TH,0 370
KH,PO, 170
K,SO, 990
FeSO,. 7TH,O 27.8
Na,EDTA 37.3
MnSOy. 4H,0 223
H;BO; 6.2
ZnS0,. TH,0O 8.6
Na,MoO,. 2H,0 0.25
CuSO,. SH,O 0.25
Myo-inositol 100
Glycine 2
Thiamine. HCI 1
Pyridoxin. HCI 0.5
Nicotinic acid 0.5
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Cizelge 3.9.

ROM (Rugini olive medium) igerigi
Igerik Miktar (mg/1)
NH4NO; 412
H;BO; 12.4
CaCl, 332.16
Ca(NO;), 416.9
CoCl, 6H,0 0.025
CuSO,4 5H,0 0.25
Na, EDTA 2H,0 37.5
FeSO,. 7H,0 27.8
MgSO,. 7TH,0 732.5
MnSO,. H,O 16.9
Na,MoQ,. 2H,0 0.25
KCl1 500
KI 0.83
KNO; 1100
KH,PO, 340
ZnS0O,. TH,0O 14.3
D-Biyotin 0.05
Folik asit 0.5
Glisin 2
myo-Inositol 100
Nikotinik asit 5
Piridoksin HC1 0.5
Tiamin HCI 0.5
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Cizelge 3.10. Sentetik tohum deneme diizeni

Kaplamasiz Besi ortami Besi ortami igeren
embriyo 1§1:(ernliegien kaplama
aplama
MS+ MS+ MS+
(3 petri, (3 petri, (3 petri,

5 eksplant) 5 eksplant) 5 eksplant)

MS- MS- MS-
(3 petri, (3 petri, (3 petri,

5 eksplant) 5 eksplant) 5 eksplant)
WPM+ WPM+ WPM+
(3 petri, (3 petri, (3 petri,

5 eksplant) 5 eksplant) 5 eksplant)
WPM- WPM- WPM-
(3 petri, (3 petri, (3 petri,

5 eksplant) 5 eksplant) 5 eksplant)
ROM+ ROM+ ROM+
(3 petri, (3 petri, (3 petri,

5 eksplant) 5 eksplant) 5 eksplant)
ROM- ROM- ROM-
(3 petri, (3 petri, (3 petri,

5 eksplant)

5 eksplant)

5 eksplant)

+ 1g/1 prolin, 0.05 g/ spermin igerir
- Prolin ve spermin igermez

Sentetik tohum {iretimi i¢in kullanilacak 1000 ul’lik mikro pipet uclari
sentetik tohum biiyiikliigiine uygun olacak sekilde kesilmis ve otoklav edilerek
steril hale getirilmistir. Kullanilacak embriyolar biitiin gruplar i¢in homojen olacak
sekilde dikkatlice gereken sayida se¢ilmis ve %3 aljinat ¢dzeltisi igerisine

atilmistir. Daha 6nceden steril edilmis mikropipet uglar1 kullanilarak mikropipet ile
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embriyolar aljinat ile birlikte g¢ekilerek yavasca %1,1 kalsiyum kloriir ¢ozeltisi
igerisine damlatilmistir. Damlatma islemi yapilirken sentetik tohumlarin kiire
seklini almasini saglamak i¢in kalsiyum kloriir ¢dzeltisinin igerisinde bulundugu
kap, dairesel olarak ¢alkalanmigtir. Damlatma igleminden sonra yaklasik 10 dakika
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi icerisinde bekletilen ve dis kismi sertlesen sentetik
tohumlar steril metal bir siizgece aktarilmistir. Siizgeg¢ icerisinde birkag¢ kez steril
saf su ile durulanan sentetik tohumlarin yiizeylerindeki kalsiyum kloriir ¢ozeltisi
giderilmistir. Daha sonra steril kurutma kagidi {izerine serilerek kurutulan sentetik
tohumlar, besi ortamlarina aktarilmistir (Sekil 3.15). Besi ortamlaria aktarilan

sentetik tohumlar, tamamen karanlik ortamda ve 24 °C’de kiiltiire alinmustir.
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Sekil 3.15. Sentetik tohum iiretimi A) Embriyolarin sodyum aljinat icinden

mikropipet ile alinmasi, B) Embriyolarin kalsiyum kloriir igerisine
damlatilmasi, C) Sentetik tohumlarin kurutma kagidinda kurutulmas,
D) Sentetik tohumlarin besi ortamlarina aktarilmasi.
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3.2.7. Verilerin Analizi

Tez calismast kapsaminda kurulan denemeler tesadiif parselleri deneme
diizenine goére kurulmustur. Calismada yapilan gézlemler sonucu elde edilen veriler
Microsoft Excel programinda diizenlenmistir. Diizenlenen veriler JMPS istatistik
programinda analiz edilmigtir. Analiz Oncesi yiizdelik degerlere ag1
transformasyonu yapilmistir. Degiskenlere ait ortalamalar % 5 6nem diizeyinde

LSD metodu ile karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yiizeysel Sterilizasyona Ait Bulgular

Sterilizasyon yontemi i¢in ilk olarak Kogak ve ark. (2014)’nin C. persicum
tiirinde yaprak ve yaprak sapi eksplantlari i¢in uygulamis olduklari sterilizasyon
yontemi (musluk suyu; 20 dakika, %0.21 HgCl,; 5 dakika, %70 etil alkol; 1
dakika, %30 Domestos®; 20 dakika) kullamlmistir. Uygulanan bu yéntem, C.
coum tiirli igin yeterli olmamistir. Fungal ve bakteriyel etmenlere bagli olarak
yiiksek oranda enfeksiyon olusumu gézlenmistir.

Uygulanan 1. sterilizasyon denemesinden sonra eksplantlarda yanma
olusumu gozlenmistir. Tekrar kurulan 2. sterilizasyon denemesinde bazi asamalarin
siiresi  diisiiriilmiistiir. Ikinci sterilizasyon denemesinde, Kkiiltiiriin  baglangig
agsamalarinda ciddi bir enfeksiyon sorunu yasanmamistir ve denemeler bu
sterilizasyon yontemi ile kurulmustur. Ancak kiltiiriin ileri agsamalarinda ve alt
kiiltiirler sonrasinda yiiksek oranda enfeksiyon olusumu goriilmiistiir. Enfeksiyon
olusumunun sadece kiiltiir baglangicinda goriilmeyip ileri asamalarda da goriilmesi
enfeksiyon kaynagimin bitkiye ait i¢ etmenlerden kaynaklandigini gostermektedir.
Enfeksiyon olusumu o6zellikle yaprak eksplantinda goriilmiistiir. Olusan bu
enfeksiyon sorunu, enfeksiyon olusmamig kiiltiirlerden somatik embriyogenesis

araciligi ile elde edilen steril bitkilere ait eksplantlar kullanilarak ¢6ziilmiistiir.

4.2. Deneme I’de Embriyojenik Kiiltiir Bulgular:
4.2.1. Deneme I’de Kallus Olusum Bulgular:

Deneme I’de kallus gelistirme ortaminda kiiltiire alinan yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlarinda, kiiltiir baglangicindan 45 giin sonra kallus olusumu baslamistir
(Sekil 4.1). Yaprak sap1 eksplantlari kullanilarak kurulan 24 farkli BBD
kombinasyonunun hepsinde de farkli oranlarda kallus olusumu saglanmistir.

Yaprak sapindan elde edilen kallus oranlari, BBD kombinasyonuna gore farklilik
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gostermistir. Bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur. En diisiik kallus
olusum orani, % 32.14 ile 1 mg/l NAA ve 1.5 mg/l Kinetin iceren ortamdan (15
nolu ortam) elde edilirken, en yiiksek kallus olusumu %81.28 ile 2 mg/l NAA ve 2
mg/l BA igeren ortamdan (8 nolu ortam) elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Yaprak eksplant1 ile kurulan kiiltiirlerde, 1 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA
(1nolu ortam), 1 mg/l NAA ve 1 mg/l Kinetin (14 nolu ortam) ve 1 mg/l NAA ve 2
mg/l Kinetin (16 nolu ortam) iceren ortamlarda kallus olugumu goriilmemistir. Bu
ortamlar disindaki tiim ortamlarda farkli oranlarda kallus olusumu goézlenmistir.
Kallus oranlar1 arasindaki fark, istatistiki agidan Onemli bulunmustur. Yaprak
eksplantlarindan en diisiik kallus olusumu %5’lik oranla 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA
iceren ortamdan (2 nolu ortam), en yiiksek kallus olusum orani ise %25’lik oranla 2
mg/l NAA ve 1 mg/l Kinetin igeren ortamdan (18 nolu ortam) elde edilmistir
(Cizelge 4.1). Kogak ve ark. (2014) oviil, ovaryum, yaprak ve yaprak sapi
eksplantlarim1  kullanarak C. persicum’da somatik embriyo elde etmek i¢in
yaptiklar ¢alismada, eksplant bazinda %15.6 ile %34.3 arasinda degisim gosteren
kallus oranlarimi bildirmislerdir. Winkelmann ve Serek (2005) C. persicum’a ait 32
farkli gesit ile yaptiklar1 somatik embriyogenesis calismasinda, eksplant olarak
ovill kullanmiglar ve 8 haftalik kiiltiir sonrasinda %45 ile %85 arasinda degisen

kallus olusum oranlarini elde etmislerdir.

Sekil 4.1. Yaprak sap1 ve yaprak eksplantlarinda kallus olusumunun baslangici A)
Yaprak sap1 eksplantinda kallus olusumu, B) Yaprak eksplantinda kallus
olusumu.
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En yiiksek kallus oranlarinin elde edildigi ortamlar incelendiginde, her iki
eksplant tipinde de yiiksek NAA iceren ortamlarin oldugu goriilmektedir. Bu
ortamlardaki sitokinin igerigine bakildiginda, hem BA orani hem de Kinetin orani
degiskenlik gostermektedir.

Kullanilan  eksplantlar ~ kallus  olusturma  oranlart  agisindan
karsilagtirildiginda,  biitin  ortamlarda yaprak sapt eksplantinin  yaprak
eksplantindan daha yiiksek oranda kallus olusturdugu goriilmektedir. Bunun sebebi
sadece yaprak sapmin yaprak eksplantina gore daha rejeneratif olmasindan
kaynaklanmamakta olup, asil etken sterilizasyon isleminden kaynaklanmaktadir.
Yaprak dokular1 yaprak sap1 dokularina nazaran daha hassas yapidadir, bu nedenle
de kullanilan sterilizasyon yontemi yaprak dokularina zarar vermistir. Buna bagh
olarak yaprak eksplantlarindan elde edilen kallus oranlarinin daha diisiik olduklari

diistintilmektedir.

Cizelge 4.1. Deneme [’de yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarindan elde edilen kallus

oranlari
BBD (mg/l) Yaprak sap1 Yaprak
1 (1 NAA +0.5BA) 38.85 cd (34.05) 0b(0)
2 (1 NAA+1BA) 39.28 bed (36,42) 5 ab (6)
3 (1 NAA +1.5BA) 34.28 d (31,27) 10 ab (12)
4 (1 NAA +2BA) 36.14 d (32.34) 10 ab (12)

5 (2 NAA + 0.5 BA)

68.85 abed (57.19)

12.5 ab (13.55)

6 (2 NAA + 1 BA)

77.71 ab (68.20)

20.83 ab (21.53)

7(2 NAA + 1.5 BA)

65,57 abcd (58.68)

12.5 ab (13.55)

8 (2 NAA + 2 BA)

81.28 a (70.13)

22 a (22.54)

9 (2.5NAA+0.5BA)

66,57 abed (55.88)

10.92 ab (12.59)

10 (2.5 NAA + 1 BA)

75 abc (66,42)

16.8 ab (19.02)

11 (2.5 NAA + 1.5 BA)

60.71 abed (53.57)

13 ab (13.84)

12 (2.5 NAA + 2 BA)

59.28 abed (52,73)

10.8 ab (12.52)
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Cizelge 4.1. devamu

13 (1 NAA + 0.5 Kinetin) | 37.57 d (33,27) 15 ab (15.06)
14 (1 NAA +1 Kinetin) 40.57 bed (37.09) 0b (0)

15 (1 NAA + 1.5 Kinetin) | 32.14 d (27,85) 10.8 ab (15.04)
16 (1 NAA + 2 Kinetin) 36 cd (34.38) 0b (0)

17 2 NAA + 0.5 Kinetin) | 54.28 abed (47.63) 9.2 ab (13.83)
18 (2 NAA + I Kinetin) 77.71 abe (66.23) 25a(23.7)

19 (2 NAA + 1.5 Kinetin) | 65.57 abed (58.68) 6.2 ab (9.27)
20 (2 NAA + 2 Kinetin) 75 ab (68.57) 17.8 ab (19.72)
21 (2.5 NAA + 0.5 Kinetin) | 71.85 abed (60) 8.8 ab (11.18)
22 (2.5 NAA + | Kinetin) | 64.28 abed (57.85) 16.6 ab (13.13)
23 (2.5 NAA + 1.5 Kinetin) | 60.71 abed (53.57) 13 ab (13.84)
24 (2.5 NAA + 2 Kinetin) | 67.85 abed (57.85) 10.8 ab (15.06)

LSDyaprak sap= 32.93, LSDyaprak = 21.56 (p<0.05)
Parantez igerisindeki degerler yilizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Farkl1 harfler farkliliklart belirtmektedir.

4.2.2. Deneme I’de Embriyo Olusum Bulgulari

Denemede farkli yapt ve renklerde kalluslar elde edilmistir. Bu
kalluslardan dagilgan, yumusak ve agik kahverengi ya da koyu kahverengi arasinda
olanlar embriyojenik 6zellik gosterirken, beyazimsi ve dagilgan olmayan kalluslar,
embriyojenik Ozellik gostermemistir (Sekil 4.2). Benzer sonuglar daha 6nce de
bir¢cok calismada C. persicum (Winkelmann ve ark. 1998a, b; Winkelmann 2010;
Kocgak ve ark., 2014), C. cilicium Boiss. et Heldr., C. parviflorum Pobed., C.
mirabile Hildebr. ve C. pseudibericum Hildebr. (izgii ve ark., 216) ve C. coum
(Prange ve ark. 2010b) icin rapor edilmistir. NAA’nin etkisiyle bazi eksplantlarda
kok olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Elde edilen kallus yapilar1 A) Embriyojenik kallus yapisi, B)
Embriyojenik olmayan kallus yapist

Sekil 4.3. Deneme I’de eksplantlarda kdk olusumu A), B) Yaprak eksplantlarinda
kok olusumu, C), D) Yaprak sap1 eksplantlarinda kok olusumu (K: Kok,
Ka: Kallus)

Denemede besinci aydan itibaren somatik embriyolarin olustugu
gozlenmigstir. Kullanilan 24 farkli ortamdan, 8 tanesinde somatik embriyo
olusmustur. Bu ortamlar 4 (1 mg/l NAA + 2 mg/l BA), 7 (2 mg/l NAA + 1.5 mg/l
BA), 8 (2 mg/l NAA + 2 mg/l BA), 9 (2.5 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA), 10 (2.5 mg/1
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NAA + 1 mg/l BA), 11 (2.5 mg/l NAA + 1.5 mg/l BA), 18 (2 mg/l NAA + 1
Kinetin) ve 20 (2 mg/l NAA + 2 mg/l Kinetin) nolu ortamlardir. Embriyo olusturan
bu ortamlar incelendiginde, oksin (NAA) miktarmin yiiksek oldugu ortamlar
oldugu goriilmektedir. Sitokinin (BA ve Kinetin) miktarinin ise degiskenlik
gosterdigi anlagilmaktadir. Bu denemenin ileri agsamalarinda goriilen enfeksiyon
sorunu nedeni ile deneme deseni bozulmugtur. Buna bagli olarak ortamlar bazinda
embriyo olusum oranlar istatistiki olarak analiz edilememistir. Somatik embriyo
olusumunu etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi ortam igeriginde bulunan ve
embriyojenik indiksiiyonu saglamak amaci ile kullanilan oksin grubu bitki biiyiime
ve gelisim diizenleyici maddelerdir. Embriyojenik uyartimda basariyr saglayan
oksinler, tiirler arasinda ve hatta tiir icinde farkli genotiplerde bile degiskenlik
gostermektedir. Tez calismast kapsaminda C. coum tiirinde NAA igeren
ortamlardan embriyojenik yapilar elde edilirken, Prange ve ark (2010b) ayni tiirde
2,4-D ile embriyojenik uyartimi saglamiglardir. Benzer sekilde Seyring ve ark.
(2009) da C. coum’da somatik embriyolari 2,4-D kullanarak elde etmislerdir.
Somatik embriyo olusumunda genotip etkisinin O6nemli oldugu
bilinmektedir. Bu deneme 10 farkli genotipten alinan eksplantlar ile kurulmustur.
Denemede kullanilan 10 farkli genotipten 3 tanesinde (TCC-10, TCC-20 ve TCC-
55) embriyo olusumu gergeklesmistir. Bu genotiplerden TCC-55 diger genotiplere
oranla daha fazla sayida farkli besi ortaminda embriyo olusturmustur. Bu durum
somatik embriyogenesis olusumundaki genotip etkisini yapilan tez calismasinda da
acikca ortaya koymaktadir. Prange ve ark. (2010b) C. coum’da yapmis olduklari
caligmada 10 farkli genotip kullanmiglardir. Kullandiklart 10 farkli genotipten
yalnizca 1 tanesinden embriyojenik kallus yapilar elde etmislerdir. Kogak ve ark.
(2014) Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Cyclamen persicum tiriinde
yapmis olduklari ¢aligmada, farkli eksplant tiplerini kullanarak somatik embriyolari
elde etmiglerdir. Calismada C. persicum’a ait 15 farkli genotip kullanilmis ve
embriyojenik kallus ve embriyo olusturma oranlari agisindan genotip etkisinin
etkili oldugu bildirilmistir. Winkelmann ve Serek (2005) C. persicum’da 32 farkl
cesit bitki ile yaptiklar1 ¢alismada, sadece 1 tanesi hari¢ biitiin ¢esitlerde somatik

embriyolar1 elde etmislerdir.
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Embriyo olusumu eksplantin farkli bolgelerinden olusmaya baslamigtir.
Eksplantin ortama temas ettigi alt kissmdan embriyo olusumu goriildiigii gibi,

eksplantin {ist kisimlarindan da embriyo olusumu goriilmiistiir. (Sekil 4.4 ve 4.5).

Sekil 4.4. Somatik embriyolarn eksplantin alt bolgelerinden olusmasi (E:
Embriyo)

Sekil 4.5. Somatik embriyolarin eksplantin {ist bolgelerinden olusmasi (E:
Embriyo)
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Somatik embriyo olusumundan 6nce kahverengi olan embriyojenik kallus
yapilar1 farklilagarak daha acik renkte ve seffaf yapili proembriyonik yapilari
olusturmustur (Sekil 4.6, A). Bu proembriyonik yapilarda farklilagarak somatik
embriyonun ilk sathasi olan globular yapilart meydana getirmislerdir (Sekil 4.6).

Somatik embriyolar da zigotik embriyolarda oldugu gibi globular, kalp,
torpedo ve kotiledon asamalarindan gegerek bitkiyi olusturmaktadir. Bu asamalar
tez calismasi kapsaminda izlenerek goriintiilenmistir (Sekil 4.7). Bu asamalardan
kalp sathasi oldukca seyrek goriilmektedir. Cogu embriyo bu safhayi atlamakta,
dogrudan globular sathadan torpedo sathasina gecis yapmaktadir. Cimlenme
karanlik ortamda aydinlik ortama nazaran daha hizli gerceklesmis ve ¢imlenme
orani daha yiiksek olmustur. You ve ark. (2011) da aydinlik ortamda somatik
embriyo ¢imlenmesinin ve kok olusumunun karanlik ortama gore daha basarili
oldugunu bildirmislerdir.

Somatik embriyogenesiste goriilen sorunlardan bir tanesi de somatik
embriyolarin es zamanli olarak gelismemesi yani belirli bir zaman diliminde bir
kiiltiir igerisinde farkli asamalarda embriyolarin bulunmasi ve bu embriyolarin
farkli zaman diliminde ¢imlenmeleri olayidir. Bu durum yapilan tez ¢aligmasinda
da 6n plana ¢ikan bir durum olmustur. Elde edilen embriyolarda farkli agamalarda
embriyo goézlenmistir (Sekil 4.8). Eszamansiz gelisimin, somatik embriyo
olusumunun ilk agsamalarinda yani globular asamanin olusmasi esnasinda basladigi
goriilmiigtiir. Pro-embriyonik yapilarin globular yapilara doniisimii  farkh
asamalarda gerceklesmektedir (Sekil 4.5 (B)). Eszamansiz embriyo gelisiminin
sebepleri heniiz bilinmemektedir, bu nedenle de kontrolii saglanamamaktadir
(Rode ve ark., 2011). Eszamansiz embriyo gelisimi kitlesel iiretimde istenmeyen
bir durum olarak karsimiza ¢iksada, bazi durumlarda avantaj saglamaktadir. Iyi
gelistirilmis bir protokolde olduk¢a yiiksek sayida somatik embriyo elde
edilebilmektedir. Embriyo gelisimlerinin eszamanli olmasi bu miktardaki somatik
embriyonun es zamanli olarak transfer edilmesi ya da sentetik tohum gibi islemlere

tabi tutulmasinda isgiiciinde gerekli zaman agisindan sorunlara yol acabilecektir.
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Sekil 4.6. Kallus yapilarinin farklilagarak somatik embriyolarin olusmast A) Kallus
yigmlarmin farklilagmasi ile olusan proembriyonik yapilar, B) pro-
embriyonik yapilarin farklilagsmasi ile olusan globular embriyolar, C),
D) Globular embriyolar (FK: Farklilasmig kallus, PE: Pro-embriyonik
yap1, G: Globular embriyo)
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Seil 4.7. Somatik embriyolarmn farkli gelisim asamalar1 A) Globular satha, B)
Kalp safhasi, C) Kotiledon, D) Torpedo, E) Farkli gelisim agamalari.
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Sekil 4.8. Embriyo kiiltiirlerindeki eszamansiz biiyiime (G: Globular, Ka: Kalp, T:
Torpedo, Ko: Kotiledon, C: Cimlenme)

Kallus miktarlarindaki artis farklilagtirma ortaminda da (hormon
icermeyen ortam) devam etmistir. Kallus miktarmin bu ortamda ¢ogalmasi ayni
zamanda embriyo olusum miktarini da arttirmistir. Bu ise kiiltiirlerin diizenli olarak
alt kiiltiire alinmasi ile saglanmistir. Alt kiiltiir sadece besi ortamimi tazelemek
amaci ile yapilmamaktadir. Yeni alt kiiltiirde olusan embriyolar zaman igerisinde
bliyiimekte ve kiiltiir icerisindeki besin igerigini tiikketmektedir. Bunun yani sira,
embriyolarin biiylimesi ile birlikte kiiltiir igerisindeki alanlar1 daralmaktadir. Bu
etkenlerde kiiltlir igerisindeki gelismeyi smirlandirmaktadir. Kiiltiirler diizenli
olarak alt kiiltiire alinirken her bir petrideki eksplantlar daha fazla sayida petri
icerisine aktarilmistir. Boylece her alt kiiltiirde biiylimeyi sinirlayan etmenler
kaldirilarak daha fazla kallus olusumu ve dolayli olarak da embriyo iretimi
arttirtlmistir. You ve ark. (2011) alt kiiltiir sayisinin somatik embriyogenesis
oranini etkilemedigini ancak somatik embriyo liretimini etkiledigini bildirmislerdir.
Kallus olusumundan bitkiciklerin elde edilmesi siirecine kadar gecen farkh

kiiltiirler Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Kiiltiir baglangicindan bitkiciklere doniisiim asamalar1 A), B)
Eksplantlardan ilk kallus olusum asamasi, C), D) Embriyojenik
kalluslardan embriyolarin olusmasi, E), F) Somatik embriyolar G),
H) Somatik embriyogenesis ile elde edilmis bitkicikler
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4.3. Deneme II’de Embriyojenik Kiiltiir Bulgular:
4.3.1. Deneme II’de Kallus Olusum Bulgular:

Bu denemede yaprak ve yaprak sapi eksplantlarindan kallus olusumu, kiiltiir
baslangicindan 2 ay sonra baglamistir. Yaprak sapi eksplantlarindan elde edilen
kallus orani, %43.18 olarak hesaplanirken, yapraklardan elde edilen kallus orani ise
%17.18 olarak hesaplanmistir. Elde edilen kallus yapilar1 6nceleri acik kahverengi
renkte iken kiiltiiriin ilerleyen agamalarinda kararmistir. Belli bir biiyiikliige ulasan

kalluslar daha fazla gelisim gostermemistir (Sekil 4.10).

=

Sekil 4.10. Deneme II’den elde edilen kallus yapilari

4.4. Deneme III’de Embriyojenik Kiiltiir Bulgular:
4.4.1. Deneme I1I’de Kallus Olusum Bulgular

Deneme I1I’te kullanilan iki farkli ortamdan da hem yaprak hem de yaprak
sap1 eksplantindan kallus iiretimi saglanmistir. Bu ortamlardan, 1 mg/1 2,4-D ve 0,4
mg/l 2-iP igeren 2 MS ortaminda yaprak sapi eksplantlarindan %11.12 kallus
olusumu gozlenmistir. Ayn1 ortamda yapraktan kallus olusumu ise %6.81 olarak
tespit edilmistir. Bu denemede kullanilan diger ortamdan (2 mg/I 2,4-D ve 0,8 mg/l
2-iP igeren MS ortami) yaprak sapindan %18.05 kallus olusumu, yapraktan ise
%4.16 kallus olusumu tespit edilmistir. Kallus olusumu kiiltiir baslangicindan 2 ay
sonra baglamistir. Kallus miktar1 ¢ok fazla ilerlemeden durmustur. Bu siirecten

sonra kalluslar kararmaya baglamistir (Sekil 4.11).
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B

Sekil 4.11. Deneme III'te elde edilen kallus yapilar1 A) 1 mg/1 2,4-D ve 0,4 mg/1 2-
iP igeren 2 MS ortamindan elde edilen kallus yapisi, B) 2 mg/l 2,4-D
ve 0,8 mg/l 2-iP igceren MS ortamindan elde edilen kallus yapisi.

4.5. Deneme IV’te Embriyojenik Kiiltiir Bulgular:
4.5.1. Deneme I'V’te Kallus Olusum Bulgular:

Deneme IV’te eksplantlar 4°C’de 1 ay boyunca kiiltiire alinmig olup, bu
stire boyunca herhangi bir gelisme goriilmemistir. Bu siire sonunda biiyiitme
odasinda kiiltiire alinan eksplantlarda farkli oranlarda kallus olusumu gdzlenmistir
(Sekil 4.12). Kallus olusumu biiylitme odasina transferden 2 ay kadar sonra
baglamistir. Kallus olugumlari ancak belli bir asamaya kadar ulagmig, daha sonra

gelisim durmug ve kararmalar meydana gelmistir.

Sekil 4.12. Deneme [V te goriilen kallus yapist
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Bazi ortamlarda ise herhangi bir gelisme ve kallus olusumu
gdzlenmemistir. Yaprak sap1 eksplantlart ile kurulan denemeden 1 (1 mg/l NAA +
0.5 mg/l BA), 3 (1 mg/l NAA + 1.5 mg/l BA), ve 11 (2.5 mg/l NAA + 1.5 mg/l
BA) no’lu ortamlardan kallus olusumu goézlenmemistir. Diger ortamlardan ise
%4.16 - %15 arasinda degisen oranlarda kallus elde edilmistir. Kallus olusturma
oranlar1 arasindaki farklilik istatistiki a¢idan O6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2).
Yaprak eksplantlarindan ise 1 (1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA), 2 (1 mg/l NAA + 1
mg/l BA), 4 (1 mg/l NAA + 2 mg/l BA), 6 (2 mg/l NAA + 1 mg/l BA), 11 (2.5
mg/l NAA + 1.5 mg/l BA) ve 12 (2.5 mg/l NAA + 2 mg/l BA) no’lu ortamlardan
kallus elde edilmemistir. Diger ortamlardan ise %5 - %10 arasinda degisen kallus
olusumu goriilmiistiir. Ancak bu farklilik istatistiki agidan 6nemli bulunmamaistir.
(Cizelge 4.2). Kullanilan eksplantlar karsilastirildiginda yaprak sapi eksplantinin
hem oran olarak hem de kallus olusturan ortam sayis1 bakimindan daha basaril
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni yaprak eksplantlarinin sogukta bekletilmesi
sirasinda canliliklarini yaprak saplar1 kadar muhafaza edememesi ile agiklanabilir.
Bu denemeden elde edilen kallus oranlari, deneme I’de aymi ortamlar ile elde
edilen oranlar ile karsilastinldiginda, soguk uygulamasinin kallus olusum

oranlarini her iki eksplant tipinde de diisiirdiigii anlasilmaktadir.
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Cizelge 4.2. Deneme IV te elde edilen kallus oranlari (%)
BBD (mg/l) Yaprak Sapi Yaprak
1 (1 NAA +0.5BA) 0c(0) 0 (0)
2 (1 NAA +1BA) 8.32 abc (11.68) 0 (0)
3 (1 NAA +1.5BA) 0c¢(0) 5(7.15)
4 (1 NAA +2 BA) 4.16 be (6.69) 0 (0)
5(2NAA +0.5BA) 15 ab (17.9) 6.25 (9.82)
6 (2 NAA +1BA) 18.75 a (22.20) 0(0)
7 (2 NAA +1.5BA) 9.58 abc (10.31) 6.25 (9.82)
8 (2 NAA + 2 BA) 15 ab (16.04) 10 (10.57)
9 (2.5NAA +0.5BA) 4.16 be (6.69) 5(7.15)
10 (2.5 NAA + 1 BA) 9.37 abc (9.37) 10 (10.57)
11 (2.5 NAA + 1.5 BA) 0c(0) 0 (0)
12 (2.5 NAA +2 BA) 5bc (8.59) 0(0)

LSDyqprak sap= 13.15, LSDyyprarc = 11.91 (p<0.05)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere ac1 transformasyonu uygulanmig degerlerdir.
Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.

4.6. Deneme V’te Embriyojenik Kiiltiir Bulgular:
4.6.1. Kallus Bulgulan

Yaprak sap1 diskleri kullanilarak kurulan bu denemede, 1 ay sonrasinda
kallus olusumlar1 gézlenmeye baglanmigtir. Kallus olusumu yaprak sap1 disklerinin
orta noktasindan olugsmaya baglamistir. Ancak kallus olusumu oldukca sinirli
kalmigtir ve kallus yapilari daha fazla biiyiime gosterememistir (Sekil 4.13).
Kullanilan ortamlar ele alinarak degerlendirildiginde, kallus olusum oranlari
oldukca yakinlik gostermistir. Elde edilen bu oranlar arasindaki farklar istatistiki
agidan anlamli bulunmamustir (Cizelge 4.3). Yaprak sap1 diskleri yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlarina oranla daha kii¢cliik olmalari nedeni ile daha diisiik oranda
enfeksiyon olusumu gostermistir ancak kallus gelistirme potansiyelleri oldukga
sinirlt kalmistir. Kallus olusumu sadece baslangi¢ asamasinda kalmistir yeterince

biiylime saglanamamustir.
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Sekil 4.13. Deneme V’te yaprak sap1 disklerinin kiiltiire alinmasi ile elde edilen
kallus yapilari, A) Eksplantlarin petrideki genel goriiniimii, B), C), D)
farkli eksplantlara ait kallus yapilari.

Cizelge 4.3. Deneme V’te elde edilen kallus oranlari

BBD (mg/1) Kallus oram (%)
6 2 NAA +1BA) 55 (49.58)
8 (2 NAA +2BA) 52 (47.56)
18 (2 NAA + 1 Kinetin) 54 (48.92)
20 (2 NAA + 2 Kinetin) 59 (50.35)

LSD=16.46 (p<0.05)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ac1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.

4.7. Deneme VI’da Embriyojenik Kiiltiir Bulgular:
4.7.1. Kallus Bulgulari

Bu denemede 3 hafta icerisinde kallus olusumu baslamistir. Kalluslar
oldukca dagilgan ve seffaf yapi gostermislerdir (Sekil 4.14). Yaprak sapi
eksplantlarindan en yiiksek kallus olusum orani1 %91.22°1ik oran ile 18 (2 NAA + 1
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Kinetin) ve 20 (2 NAA + 2 Kinetin) no’lu ortamlardan elde edilmistir. Bu
ortamlari, %85.96 ve %84.21°lik oranlar ile 6 (2 NAA + 1 BA) ve 8 (2 NAA +2
BA) no’lu ortamlar takip etmistir. Yaprak sapi eksplantindan farkli ortamlar
kullanilarak elde edilen kallus olusum oranlari, istatistiki olarak anlamli
bulunmamigtir (Cizelge 4.4). Yaprak eksplantlarindan ise en yiiksek kallus orani
9%92.30 ile 18 (2 NAA + 1 Kinetin) no’lu ortamdan elde edilmistir. Bu ortami
89,74’lik oranla 8 (2 NAA + 2 BA) ve 20 (2 NAA + 2 Kinetin) no’lu ortamlar ile
87,17°1lik oranla 6 (2 NAA + 1 BA) no’lu ortamlar takip etmistir. Elde edilen bu

oranlar istatistiki olarak dnemli bulunmamaistir (Cizelge 4.4).

Sekil 4.14. Deneme VI’dan elde edilen kallus yapilar1 A) Petriden genel goriiniim,
B), C), D) Kalluslarin yakindan goriiniimii

Siklamende kallus ile rejenersayon i¢in yumru (Loewenberg, 1969; Geier,
1977; Bian ve ark., 2008; 2010), yaprak (Wicart ve ark., 1984; Otani ve Shimada,
1991; Dillen ve ark., 1996; Terakawa ve ark., 2008; Gou ve ark., 2008; You ve
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ark., 2008; Prange ve ark., 2010b; Naderi ve ark., 2012; Kocak ve ark., 2014),
yaprak sap1 (Wicart ve ark., 1984; Kiviharju ve ark., 1992; You ve ark., 2008;
Naderi ve ark., 2012; Kocak ve ark., 2014), anter (Geier, 1977; Kiviharju ve ark.,
1992), ¢igek sap1 (Kiviharju ve ark., 1992; Gou ve ark., 2008; Nhut ve ark., 2012),
ovaryum (Wicart ve ark., 1984; Kiviharju ve ark., 1992; Kocak ve ark., 2014), ovul
(Ishizaka ve Uematsu, 1992; 1995; Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Winkelmann
ve ark., 1998a,b; Winkelmann ve ark., 2006; Ishizaka, 2008; Lyngved ve ark.,
2008; Prange ve ark., 2010a; Rode ve ark., 2012; Kocak ve ark., 2014), kok
(Oohashi ve ark., 1992) ve fide (Takamura ve ark., 1995; Karam ve Al-Majathoub,
2000a; Prange ve ark., 2008) gibi eksplantlarinin kullanildig: bildirilmistir. Seyring
ve ark. (2009), C. coum’da ovaryum, yaprak, yaprak sapi ve ¢igek sap1
eksplantlarin1 kullanarak yaptiklari c¢alismada, %80’in iizerinde kallus olusumu
elde etmislerdir. Bu sonuglar tez calismasinda elde ettigimiz sonuglara yakin
degerlerdir. izgii ve ark. (2016) 4 farkli dogal siklamen tiiriinde (C. cilicium Boiss.
et Heldr.,, C. parviflorum Pobed., C. mirabile Hildebr. and C. pseudibericum
Hildebr.) yaptiklar1 calismada eksplant olarak yaprak, yaprak sapi, ovil ve
ovaryumu kullanmiglardir. Calismada, embriyojenik kallus uyartimi, 2,4-D ve 2-iP
kullanilarak saglanmistir. Calismada elde edilen kallus olusum yiizdeleri, tiirler ve
kullanilan eksplant tipine bagli olarak degisim gostermistir. Tiirler bazinda en
yiiksek kallus olusum oranlart %56 ile C. cilicium ve %59 ile C. parviflorum
tiirlerinden yaprak eksplantindan elde edilirken, %80 ile C. mirabile ve %100 ile C.

pseudibericum tiirlerinde yaprak sap1 eksplantlarindan elde edilmistir.
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izelge 4.4. Deneme VI’dan elde edilen kallus oranlar1
BBD (mg/l) Yaprak Sap1 (%) Yaprak (%)
6 (2 NAA +1BA) 85,96 (76,81) 87,17 (77,65)
8 (2NAA +2BA) 84,21 (75,79) 89,74 (80,36)
18 (2 NAA + 1 Kinetin) 91,22 (81,55) 92,30 (83,07)
20 (2 NAA + 2 Kinetin) 91,22 (81,55) 89,74 (80,36)

LSDyaprak sap= 12.59, LSDyaprak = 16.40 (p<0.05)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.

4.7.2. Deneme VI’da Embriyo Bulgular:

Bu denemede kiiltiir baslangicindan 3 ay sonra somatik embriyolar

olusmaya baslamistir. Denemede kullanilan biitiin ortamlarda (6 nolu ortam: 2 mg/1
NAA + 1 mg/l BA, 8 nolu ortam: 2 mg/l NAA + 2 mg/l BA, 18 nolu ortam: 2 mg/1
NAA + 1 mg/l Kinetin ve 20 nolu ortam: 2 mg/l NAA + 2 mg/I Kinetin) ve her iki

eksplant (yaprak ve yaprak sap1) tipinde de embriyo olusumu saglanmistir (Sekil

4.15).

Yy _& A -
Sekil 4.15. Deneme VI’dan elde edilen embriyolar A) Petriden genel goriiniim; B,
C) Farkli asamalarda somatik embriyolar, D) Cimlenme asamasindaki
somatik embriyo.
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Embriyo olusumlari eksplant bazinda degerlendirildiginde, yaprak
sapindan en yliksek embriyo olusumu, %68.42°lik oranla 2 mg/l NAA ve 2 mg/l
Kinetin igeren ortamdan elde edilmistir. Bu ortami, %59.64 ile 2 mg/l NAA + 1
mg/l BA, %57.89 ile 2 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin ve %47.36 ile 2 mg/l NAA + 2
mg/l BA igeren ortamlar takip etmistir. Yaprak eksplantindan en iyi embriyo
olusum orani ise %69.23’liikk oranla 2 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin iceren
ortamdan elde edilmistir. Diger ortamlar ise %61.53, %48.71 ve %43.58 oraninda
embriyo iiretmislerdir (Cizelge 4.5). Yaprak eksplantindan elde edilen oranlar
incelendiginde, Kinetin igeren ortamlarin BA igeren ortamlardan daha yiiksek
oranda embriyo iirettikleri goriilmektedir. Ancak yaprak sapindan elde edilen
oranlar degerlendirildiginde belirgin bir sitokinin etkisi goriilmemektedir. Embriyo
olusum oranlar arasindaki farklar istatistiki olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge
4.5). Seyring ve ark. (2009) C. coum ve diger siklamen tiirlerinde yaptiklar
calismada iki farkli protokol denemislerdir. Ilk protokolde 9.05 umol/l 2,4-D ve
3.94 umol/l 2-iP igeren MS ortamim kullanmuglardir. Ikinci protokolde ise 6.66
pmol/l ve 5.71 pumol/l TAA igeren N69 ortami kullanmiglardir. Test edilen bu
protokollerden ikincisinde C. coum’da basarili sonuclar elde edilemezken, ilk
protokolden somatik embriyo benzeri yapilar elde edilmistir. Bu caligmada
kullanilan yaprak eksplantlarindan %10 oraninda rejenerasyon goriiliirken,

ovaryum eksplantindan %30 oraninda rejenerasyon saglanmustir.

izelge 4.5. Deneme VI’da elde edilen embriyo oranlari

BBD (mg/l) Yaprak Sap1 (%) Yaprak (%)
6 (2 NAA +1BA) 59.64 (53.13) 48.71 (43.03)
8 (2NAA +2BA) 47.36 (40.96) 43.58 (37.61)
18 (2 NAA + 1 Kinetin) 57.89 (52.93) 69.23 (62.30)
20 (2 NAA + 2 Kinetin) 68.42 (59.91) 61.53 (55.38)

LSDyaprak sap= 20.94, LSDyaprax = 28.03 (p<0.05)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir
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Bu denemede embriyojenik yapilarin olusumu igin oksin olarak NAA
kullanilmig ve olumlu sonuglar alinmigtir. Siklamenin diger bir tiirii olan Cyclamen
persicum’da ise yapilan birgok ¢alismada 2,4-D etkili bulunmustur. Terakawa ve
ark. (2008) Cyclamen persicum cv. “Fragrance Mini”’de, transformasyon sistemi
icin gelistirdikleri rejenerasyon protokoliinde 2,4-D ve Kinetin igeren ortamlarda
yaprak segmentlerini kiiltiire alarak embriyo elde etmislerdir. Ayrica maksimum
rejenerasyon frekansimi diisiik diizeylerde BA, NAA ve Giberellin igeren
rejenerasyon ortamlarindan elde etmislerdir. Winkelmann (2010) tozlanmamis
cigeklere ait ovulleri, 2 mg/l 2,4-D ve 0.8 mg/I 2-iP igeren 2 MS ortaminda kiiltiire
alarak embriyo olusumunu saglamistir. Kocak ve ark. (2014), Winkelmann
(2010)’nin bildirmis oldugu protokolii Tiirkiye’de dogal olarak yetisen C. persicum
bitkilerinde denemisglerdir. Ovul, ovaryum, yaprak ve yaprak sapi kullanilarak
yapilan bu ¢aligmada da basarili bir sekilde somatik embriyolar iiretilebilmistir.
Prange ve ark. (2010a) ti¢ farkli yabani siklamen tiiriinde (Cyclamen graecum
Link, Cyclamen mirabile Hildebrand, Cyclamen trochopteranthum Schwarz)
kallus, siisiipansiyon ve protoplast kiiltiirleri kullanarak yaptiklar1 somatik
embriyogenesis caligmasinda oksin olarak 2,4-D kullanmislar ve bagarili sonuglar
elde etmislerdir.

Embriyo gelisiminin farkli asamalar1 taramali elektron mikroskopu ile
incelenmis ve goriintillenmistir (Sekil 4.16). SEM ile elde edilen goriintiiler
incelendiginde kotiledon sathasindan itibaren bipolar yapi belirgin bir sekilde
goriilmeye baglamistir. Sekil 4.16 (D)’de toprak flistli aksami olusturacak olan
stirgiin (S) kism1 ve toprak alt1 aksami olusturacak kok-yumru (KY) kismi belirgin
bir sekilde birbirinden ayrilarak goriilmektedir. Sekil 4.16 (E)’de ¢imlenme
baslangicinda bulunan embriyoda bipolar yap1 daha da belirginlesmistir. Yumru
(Y) irileserek belirmis ve yumru iizerinde ilk kok (K) olusumu baslamistir. Benzer
sekilde slirglin uzayarak biliylimiis ve u¢ kisminda siirgiin ucu (SU) belirgin bir

sekilde goriilmiistiir.
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Farkli asamalar incelendiginde, globular ve kalp sathasinda doku
yiizeylerinde herhangi bir yapilagmanin olusmadigi goriilmektedir. Ancak torpedo
sathasinda doku yiizeylerinde ¢ikinti geklinde yapilar olusmaktadir. Torpedo
safhasinda olugsmaya baslayan doku yiizeylerindeki yapilar kotiledon sathasinda ve
¢imlenme agamasinda daha da artmaktadir (Sekil 4.17). SEM analizlerinin yani sira
embriyolar ayrica stereo mikroskop ile de incelenmistir. Her iki mikroskop

incelemesi sonunda bu yapilarin tiiyciikler oldugu belirlenmistir.
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oo | 8/23/2019 0 1 — wE WO — T R —
% | 2:44:23PM | 2000kV | 3.45mm | S.02e-4Pa | 60x | 11.5mm | ETD Cukurova University

Sekil 4.16. Embriyo gelisiminin farkli asamalarinin taramali elektron mikroskopu
ile incelenmesi A) globular safha, B) kalp safhasi, C) torpedo sathasi,
D) kotiledon sathasi (S; siirgiin, KY; kok-yumru), E) g¢imlenme
baslangici (S; siirgiin, SU; siirgiin ucu Y; yumru, K; kok).
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2019 HV HFW ) ] mag B3 WD det —— 400 pm
54PM | 20,00 kV | 1.76 mm 117x | 114 mm | ETD Cukurova University

3

Sekil 4.. zerinde olantl‘iycukl Torpdo, I Kotiledon,C)
Cimlenme baglangici (T: Tiyciik).

Besin igeriginin kallus yiginlari igerisindeki iletimi, ortam ylizeyine temas
eden alt hiicrelerden (dokulardan) iist hiicrelere (dokulara) dogru olmaktadir.
Embriyojenik gelisimin erken safhalarinda embriyolarin kiiciik olmalar1 ve buna
bagli olarak da birbirleri ile temas yiizeylerinin fazla olmasi nedeni ile bu iletim
sistemi bu agsamalarda da devam etmektedir. Ancak embriyolarin torpedo
sathasindan itibaren uzayarak biiylimeye baslamasi ile birbirleri ile olan temas

yiizeyleri azalmakta ayni1 zamanda duyulan besin miktar1 artmaktadir. Bu etmenler
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de, embriyolar arasindaki iletim sistemini yetersiz hale getirmektedir. Bu durumda
torpedo asamasindan itibaren olusan tiiyciiklerin besin alimini arttirmak amaci ile
olusmus olabilecekleri diisiincesini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Embriyolarin farkli gelisim agamalar1 incelendiginde, hiicre yapilarinda
farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Globular ve kalp sathada esboyutlu (boyutlari
birbirine yakin 6l¢iide) yapi sergileyen hiicreler sonraki sathalarda polar kisimlara
(kok-yumru, siirgiin) dogru uzamiglardir (Sekil 4.18). Hiicrelerin belirtildigi gibi
uzamasi embriyolarin globular sathadan kotiledon safhasina kadar hacimsel olarak
bliylimesinin hiicre boliinmesi ile gergeklesecegi gibi, hiicre biiylimesi ile
gerceklesebilecegi olasiligini da on plana c¢ikarmaktadir. Ancak daha kesin
sonuglar icin farkli asamalarin histolojik analiz yapilarak incelenmesi
gerekmektedir.

Siklamen dikotiledon bir bitkidir ve kalp sathasinda her iki kanat
(kotiledon) goriilmektedir (Sekil 4.19, B). Ancak bu kotiledonlardan biri torpedo
asamasinda kiigiilerek dumura ugramaya baslamaktadir (Sekil 4.19, C). Kotiledon
sathasinda ise tamamen yok olmustur ve ¢imlenme asamasinda tek bir kotiledon
yaprak ile ¢cimlenme ger¢eklesmektedir (Sekil 4.19, D, E). Bu durum Winkelmann
(2010) tarafindan da daha 6nce bildirilmistir.

Somatik embriyolarda ¢imlenme iki farkli sekilde goriilmiistiir. ilkinde
mikro yumru ve {izerinde kotiledon geliserek ¢gimlenme tamamlanmigtir. Bu sekilde
cimlenen embriyolar saglikli bir sekilde geliserek bitkiciklere doniisebilmislerdir.
Diger sekilde embriyo siserek mikro yumruyu ve kokleri olusturmustur. Bu
¢imlenme seklinde gelisim daha ileri asamaya gegememistir (Sekil 4.20). Benzer
sekilde Prange ve ark. (2010b)’da somatik embriyolarin iki farkli sekilde
¢imlendiklerini ve dnce kok olusturan embriyolarin daha fazla gelismediklerini ve
once kotiledon olusturan embriyolarin ise basarili bir sekilde ¢imlendigini

bildirmislerdir.
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HFA mag BB WD det B — 50 pm ——
20. OU kV | 414 pm | ¢ 4Pa | 500x | 11.2mm | ETD Cukurova University

Sekll 4 18. Farkli gelisim asamalarindaki hiicre yapilar1 A) Globular, B) Kalp, C)
Torpedo, D) Kotiledon, E) Cimlenme.
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Sekil 4.19. Embriyo gelisim asamalarinin stereo mikroskop ile incelenmesi A)
Globular safha, B) Kalp sathasi, C) Torpedo, D) Kotiledon, E)
Cimlenme baslangici, F) Biitlin asamalar.

Tez calismasinda tek bir eksplanttan elde edilen embriyo miktari

sayilmistir. Sayim isleminde farkli embriyo asamalar1 ayirt edilmeksizin biitiin
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embriyolar sayilmistir. Sayimlar sonucunda tek bir eksplanttan maksimum 1754
tane embriyo elde edilmistir. Seyring ve ark. (2009) C. coum’da, 11 eksplanttan
toplam 462 somatik embriyo benzeri yapi elde etmiglerdir. Bu say1 ¢alismamiz ile
kargilagtirildiginda oldukga yetersiz kalmaktadir. Prange ve ark. (2010b) ise C.

coum’un protoplast kiiltiirleri ile yapmis olduklar1 somatik embriyogenesis

caligmasinda, 1 gr kallustan 876 adet somatik embriyo elde etmislerdir.

Sekil 4.20. Somatik embriyolarin farkli ¢imlenme sekilleri A), B) Sadece kok
olusumu (Geligim gostermeyen ¢imlenme sekli), C), D) kok ve siirgiin
olusumu (Gelisim gosteren ¢imlenme sekli), (K: Kok, S: Siirgiin, Y:
Yumru)

Denemede VI’da kullanilan 4 farkli ortamin hepsinde de yaprak
eksplantlarindan diisiik sayida organogenesis ile bitkicik olusumu goézlenmistir
(Sekil 4.21). Yaprak sap1 eksplantlarindan ise organogenesis olusumu
goriilmemistir. Yaprak eksplantlarinda hem somatik embriyogenesis hem de
organogenesis olayinin goriilmesi yaprak eksplantinin rejeneratif potansiyelini 6ne

93



4. BULGULAR VE TARTISMA Metin KOCAK

¢ikarmaktadir. Bu rejeneratif potansiyele ayrica kullanilan eksplantin taze (in vitro
bitkiciklere ait) olmasinin da etki ettigi diisiiniilmektedir. Yaprak eksplantlarinin bu
denemede goriilen rejenerasyon yetenegi, somatik embriyo iiretimi saglanan diger
bir deneme olan deneme I’de goriilmemistir. Temel sebebi ise sterilizasyon
isleminden kaynaklanmaktadir. Tez kapsaminda calisilan C. coum tirii dogal
ortamindan alinarak in vitro da kiiltiire alindig1 icin biinyesinde fazla miktarda
enfeksiyon etmeni bulundurmakta ve dolayisi ile sterilizasyon islemi olduk¢a zor
olmaktadir. Buna bagli olarak sterilizasyon isleminde kullanilan kimyasallarin
miktar1 ve siiresi arttirilmistir. Kullanilan sterilizasyon yonteminin agir olmasi ise
eksplantin dokularina zarar verebilmekte ve rejenerasyon yetenegine dogrudan

olumsuz etki yapmaktadir.
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Sekil 4.21. Yaprak eksplantlarinda organogenesis sonucu bitkicik olusumu A)
Siirglin olusumu, B) Uzamis siirgiin; C), D), E), F) Organogenesis
sonucu olusan bitkicikler (S: Siirgiin, E: Eksplant).

Deneme VI, Deneme 1 ile karsilagtirildiginda bazi farkliliklarin oldugu
gozlemlenmistir. Bu denemede, embriyo olusumu kiiltiir baglangicindan itibaren 3
ay sonra baglarken, deneme I’de 5 ay sonra baslamistir. /n vitro kiiltiirde muhafaza
edilen bitkilerden alinan eksplantlarin daha ¢abuk gelisim gosterdigi belirlenmistir.

Embriyolar ¢imlendikten sonra biiyiimeleri yavaslamis ve yeni yapraklarin

cikigt zaman almigtir. Bliyiimeyi hizlandirmak ve yeni yaprak ¢ikiglarini arttirmak
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amaci ile farklilastirma ve ¢imlenme ortamina farkli dozlarda sitokinin eklenerek
hazirlanan 3 farkli ortamla (1.ortam: 0.5 mg/l BA, 2. ortam: 0.5 mg/ Kinetin, 3.
ortam: 0.5 mg/l BA ve 0.5 mg/l Kinetin) bir deneme kurulmustur. Deneme
sonucunda, kontrol grubu ile sitokininilavesi yapilan ortamlar arasinda bitkisel
materyalin gelisimi ve yeni yaprak olusturma zamani agisindan bir farklilik

gorilmemistir.

4.8. Bitkiciklerin Dis Ortama Aktarilmasi

Birkag yaprak, yumru ve kok olusturan bitkicikler in vitro kosullardan
cikarilarak sera ortaminda 1/1 oraninda steril torf/perlit iceren viyollere dikilmistir.
Topraga aktarilan bitkilerden, %82.5’1 hayatta kalmistir. Prange ve ark. (2010a)
farkli siklamen tiirlerinde kallus, siispansiyon ve protoplast kiiltiirleri ile yaptiklari
somatik embriyo calismasinda Cyclamen mirabile tiiriinde yakin degerler elde
etmislerdir. Bu calismada dis ortama aktarilan bitkilerin %88’i hayatta kalmistir.
Izgii ve ark. (2016) Tiirkiye’ye endemik 4 siklamen tiiriinde yaptiklari ¢aligmada
farkli tiirlerde %25 ile %70 arasinda degisen hayatta kalma oranlan tespit
etmislerdir. Prange ve ark. (2010b) C. coum’da protoplast kiiltiiriinden elde ettikleri
embriyolar1 3 farkli gruba ayirarak dis ortama aktarmislardir. U¢ ve daha fazla
yaprak igeren embriyolarin tamamma yakini hayatta kalirken, yaprak
icermeyenlerin %35’i ve kontrol bitkilerinin ise %601 hayatta kalmigtir. Seyring
ve ark. (2009) C. coum’da elde ettikleri somatik embriyo benzeri yapilarin yaklagik
%50’sini dig ortama aligtirmay1 basarabilmiglerdir. Dis ortama aktarilan bitkilerin
sadece %3’iinde anormal fenotip (ototetraploidi) goriilmiistiir.

Dis ortama aktarilan bitkicikler arasinda morfolojik olarak bir farklilik

gorilmemistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. D1s ortama aktarilan bitkiler
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4.9. Sentetik Tohum Bulgulari

Sentetik tohum tiiretimi i¢in kurulan denemede 3 farkli ortam (MS, WPM
ve ROM) ve her ortam i¢in prolin (1 g/1) ve spermin (0.05 g/l) iceren ve igermeyen
kiiltiirler kullanilmigtir. Ayrica kaplama yapilmayan embriyolar ve jel maddesine
besi ortami eklenen ve eklenmeyen sentetik tohumlar kullanilarak toplamda 18
farkli uygulama denenmistir. Kaplama yapilarak kiiltiire aliman embriyolarda ilk
haftadan itibaren irilesme gozlenmistir. Irilesme ile birlikte embriyolarin
tamaminda kararma meydana gelmistir. {lk haftadan sonra embriyolarda kok

olusumlar1 baglamistir. Ancak higbir uygulamada su ana kadar bitkiye doniisiim

goriilmemistir.

‘0

Sekil 4.23. Sentetik tohumlarin gelisim asamalari A) Sentetik tohumlarin
¢imlendirme ortaminda kiiltiire alinmasi, B) Embriyonun kapsiil
icerisinde uzamasi, C, D) embriyonun uzayarak kapsiil disina ¢ikisi.
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Denemede kaplanarak ya da c¢iplak olarak kiiltiire alinan somatik

embriyolardan, degisen oranlarda (Cizelge 4.6) somatik embriyo olusumu

goriilmiigtiir.

Cizelge 4.6. Sentetik tohum denemesinde elde edilen embriyo olusum oranlari

Uygulama
Cimlendirme Besi
ortami Prolin, | ortamm . Embriyo yiizdesi
A .. Kapsiil
Spermin | (kapsiil
icinde)
1 MS + + + 4.7 ef (7.4)
2 MS - + + 12.2 ef (16.8)
3 MS + - + 0£(0)
4 MS - - + 13.3 def (17.7)
5 MS + - - 53.3 bc (46.9)
6 MS - - - 66.6 ab (60)
7 WPM + + + 0f(0)
8 WPM - + + 6.6 ef (8.8)
9 WPM + - + 0£(0)
10 | WPM - - + 13.3 ef (13.1)
11 | WPM + - - 93.3a(81.1)
12 | WPM - - - 46.6 bed (43.1)
13 | ROM + + + 0£(0)
14 | ROM - + + 0f(0)
15 | ROM + - + 0f(0)
16 | ROM - - + 0f(0)
17 | ROM + - - 26.6 cde (25)
18 | ROM - - - 33.3 cde (30)

LSD=25.77, (p<0.05)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmig degerlerdir.
Farkli harfler farkliliklart belirtmektedir
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Test edilen 18 farkli uygulamanin 7 tanesinde embriyo olusumu
goriilmezken, 11 tanesinde embriyo olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.24). Embriyo
olusum oranlar1 %4.7 ile %93.3 arasinda degisim gdstermistir. Elde edilen embriyo
olusum oranlar1 arasindaki farklar istatistiki agidan énemli bulunmustur. En yiiksek
embriyo olusum oran1 %93.3 ile kapsiillenmemis embriyolarin prolin ve spermin
iceren WPM’de kiiltiire alindig1 uygulamadan elde edilmistir. Ikinci en yiiksek
oran ise kapsiillenmemis embriyolarin prolin ve spermin igeren MS ortaminda
kiiltire alindigr uygulamadan elde edilmistir. Diger yiiksek orana sahip
uygulamalar incelendiginde, kapsiillenmemis somatik embriyolarin kullanildigi
uygulamalarin oldugu goriilmektedir. Kapsiillenmis embriyolardan somatik
embriyo olusum oranlarinin ise daha diisiik oldugu anlasilmaktadir.

Prolin ve spermidin iceren ve icermeyen uygulamalar karsilagtirildiginda,
MS ortaminda embriyo olusum oranlarinin prolin ve spermin igeren uygulamalarda
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. WPM’nin kullanildig1 uygulamalarda prolin ve
spermin varligi kapsiillenmis embriyolarda embriyo olusum oranini arttirirken,
kapsiillenmemis embriyolarda diisiise neden olmustur. ROM kullanilan ortamlarda

ise 6nemli bir degisiklige sahip olmamustir.
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Sekil 4.24. Sentetik tohum denemesinden elde edilen somatik embriyolar A,B,C)
Kapsiillenmis embriyolardan somatik embriyo olusumu, D,E)
Kapsiillenmemis embriyolardan somatik embriyo olusumu.
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Cyclamen cinsinde daha onceden yapilmis iki farkli sentetik tohum
calismasi bildirilmistir. Ik calismada Winkelmann ve ark., (2004) C. persicum’da
klasik aljinat kapsiilasyon ve aljinat oluklu tanecik teknigini test etmiglerdir.
Calismada globular safhadaki embriyolar kullanilmig ve klasik aljinat teknigi ile
iretilen sentetik tohumlar %97 oraninda ¢imlenme bagarisi gosterirken oluklu
tanecik teknigi ile iiretilen sentetik tohumlar %7 oraninda ¢imlenme gostermistir.
Diger ¢alismada Hohe ve ark., (2005) C. persicum’a ait torpedo asamasindaki
somatik embriyolarin sentetik tohum iiretimi i¢in kurumaya karsi gostermis
olduklar1 toleransi test etmislerdir. Kurutularak elde edilen sentetik tohumlarin
%281 ¢cimlenme bagaris1 gostermistir.

Yapilan tez ¢aligmasinda kapsiillenen embriyolardan direkt olarak geligim
saglanamamig olup, yeni olusan somatik embriyolarin bitkiye donlisme kapasitesi
bulunmaktadir. Kapsiillenerek elde edilen sentetik tohumlardaki ¢imlenme
sorununun, kaplama yapilan embriyolarin bulunduklar1 agamaya ve fizyolojik
durumlarina bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. Sentetik tohum denemesinde
torpedo ve kotiledon agamasindaki embriyolar kapsiillenmigtir. Bu asamalardaki
somatik embriyolar bireysel olarak kiiltiire alindiklarinda genel olarak kararmakta
ve embriyo gelisimi olumsuz etkilenebilmektedir. Cimlenme baglangicindan
itibaren bireysel olarak kiiltiire alinmaya baslayan embriyolar bitkiye doniismekte
daha basarili olmaktadir. Bu bakimdan ¢imlenme baslangicindaki safhadaki
embriyolarin kapsiillenmesi ile elde edilen embriyolarin ¢imlenme basarisi

gosterebilecegi disiiniilmektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Ulkemiz, bulundugu cografik konum ve farkli iklim faktorlerinin etkisi ile
oldukca genis bir biyogesitlilige sahiptir. Ayrica 3 farkli gen merkezinin (Avrupa
Sibirya, Iran-Turan, Akdeniz) kesisim noktasinda bulunmasi bu cesitliligi daha da
arttirmaktadir. Ulkemiz sadece barindirdig1 dogal bitki tiirleri anlaminda degil ayni
zamanda endemik tiirler agisindan da oldukc¢a genis bir biyogesitlilige sahiptir.
Endemik bitkiler toplam bitkilerin yaklasik {igte birini olusturmaktadir.

Yumru, rizom ve sogan gibi toprak alti depo organlarina sahip geofit olarak
bilinen bitkiler mevcut biyogesitliligimize énemli katki saglamaktadir. Ulkemizde
dogal olarak yetisen en Oonemli geofitlerden biri siklamen bitkisidir. Siklamen
bitkisinin 6 tlirli endemik olmak {izere toplamda 10 tiirii iilkemizde dogal olarak
yetismektedir (C. persicum, C. pseudibericum, C. coum, C. parviflorum, C.
inteminatum, C. trocopteranthum, C. hederifolium, C. cilicium, C. mirabile ve C.
greacum). Ulkemizde c¢ok sayida siklamen tiiriiniin dogal olarak yetismesi,
ozellikle de endemik tiirlerin bulunmasi siklamen agisindan 6nemli bir genetik
kaynaga sahip oldugumuzu gostermektedir. Kiiltiirii yapilan bitkilerin dogal
formlarmin bulunmasi bir ilke i¢in essiz kaynaklardan birisidir. Dogal olarak
yetigen bitkiler, 1slah siirecinde baslangic materyali olarak kullanilabilmektedir.
Ayrica iyilestirilmesi diisiiniilen genotiplerde bulunmayan o6zellikleri belirleyen
genleri (hastaliklara ve zararlilara tolerans/dayaniklilik, soguga tolerans, renk v.s.)
icermekte ve bu 6zellikler diger bitkilere melezleme ile aktarilabilmektedir.

Ticari olarak en ¢ok kiiltiirli yapilan siklamen tiirii, C. persicum 'dur. Ancak
diger siklamen tiirleri de farkli 6zellikleri ile degerlidir. C. coum tiiriiniin soguga
tolerans1 C. persicum tiiriinden daha fazladir. Ozellikle soguk iklime sahip olan
Avrupa iilkeleri soguga toleransi olan siklamen cesitlerini talep etmektedir. Bu
baglamda, C. coum tiirii 6n plana ¢ikmaktadir.

Bitki genetik kaynaklar agisindan olduk¢a zengin olmamiza ragmen, 1slah

materyali konusunda digsa bagimliligimiz devam etmektedir. Digsa bagimlilig1 sona
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erdirmek i¢in iilkemizde dogal olarak yetisen genetik kaynaklari koruma ve
¢ogaltma yontemlerini ve bu kaynaklari kullanarak piyasa kosullarinda rekabet
edebilecek cesitleri gelistirmek gerekmektedir. Siklamen tiirlerindeki g¢ogaltim
sorunlart dikkate alindiginda, biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi énemli bir
alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Somatik embriyogenesis, doku kiiltiiriinde kullanilan etkili bir ¢ogaltma
teknigidir. Bu yontemle elde edilen embriyolar sadece cogaltim amaci ile
kullanilmayip aym1 zamanda genetik kaynaklarin  muhafazasi iginde
kullanilmaktadir.

Bu sebeplerle yapilan bu tez ¢calismasinda {ilkemizde dogal yayilis gosteren
C. coum tiiriinde somatik embriyogenesis yontemi kullanilarak bu tiirde somatik
embriyolarin elde edilmesi ve elde edilen somatik embriyolarin kaplanarak sentetik
tohumlarin iiretilmesi amaglanmis ve elde edilen sonuglar asagida maddeler

halinde verilmistir.

e Tez calismasinda kullanilan eksplantlarin  sterilizasyonu igin farkli
yontemler denenmis ve enfeksiyon sorunu ile karsilagilmigtir. Sonug olarak
sirasi ile antibakteriyel sabun ile yikama, 20 dk. musluk suyunda bekletme,
%0.1 HgCly’de 25 dk. bekletme, %70 etil alkolde 1.5 dakika bekletme,
%30 Domestos”’da 25 dakika bekletme islemlerinden olusan sterilizasyon
yontemi kullanilarak denemeler kurulmustur. Bu sterilizasyon yonteminde
kiiltiirtin erken safhalarinda enfeksiyon olusumuna rastlanmazken, tekrar
eden alt kiiltlirler sonrasinda enfeksiyon olusumu goriilmiistiir. C. coum
tiriinde yapilacak calismalarda enfeksiyon olusumunu Onlemek igin
tohumdan c¢imlendirme yapilarak steril eksplantlarin kullanilmasi ya da
besi ortamina enfeksiyon etmenlerini engelleyici maddelerin eklenmesi
Onerilmektedir.

e Embriyojenik kalluslarin olusumunu uyarmak i¢cin NAA, BA ve Kinetinin

farkli kombinasyon ve konsantrasyonundan olugan 24 farkli besi ortami
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kullanilmigtir. Bu ortamlardan 8 tanesinde (1 mg/l NAA + 2 mg/l BA, 2
mg/l NAA + 1.5 mg/l BA, 2 mg/l NAA + 2 mg/l BA, 2.5 mg/l NAA + 0.5
mg/l BA, 2.5 mg/l NAA + 1 mg/l BA, 2.5 mg/l NAA + 1.5 mg/l BA, 2
mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin ve 2 mg/l NAA + 2 mg/l Kinetin) embriyo
olusumu goriilmiistiir.

e  Winkelmann ve ark. (2010)’nmn C. persicum igin gelistirdigi protokol (2
MS besiyeri ve BBD olarak 2 mg/l 2,4-D ve 0,8 mg/l 2IP) ve bu
protokoliin modifiye edilmis hali (1 mg/l 2,4-D + 0,4 mg/l 2-iP iceren 2
MS ve 2 mg/l1 2,4-D + 0,8 mg/I 2IP ful MS) kullanildiginda kallus olusumu
goriilmiistiir. Ancak kallus olusumu siirli kalmis ve herhangi bir embriyo
olusumu goriilmemistir.

e Eksplantlar sterilizasyon isleminden sonra besi ortami igerisinde 1 ay siire
ile 4°C’de soguk uygulamasina maruz birakildiktan sonra biiyiitme
odasinda kiiltiire alindiginda kallus olusumu ger¢eklesmistir. Ancak soguk
uygulamasinin embriyo olusumu {izerine olumlu etkisi gézlenmemistir.

e Yaprak saplar1 oval sekilde ince diskler halinde kesilerek kiiltiire alinmustir.
Bu eksplantlardan zayif kallus olusumu gerceklesirken, embriyo olusumu
goriilmemistir.

e [n vitro kosullarda elde edilen bitkilerden almman yaprak ve yaprak sapi
eksplantlari, 4 farkli besi ortaminda (2 mg/l NAA + 1 mg/l BA, 2 mg/l
NAA + 2 mg/l BA, 2 mg/l NAA + 1 mg/l Kinetin, 2 mg/l NAA + 2 mg/l
Kinetin) kiiltiire alinmugtir. Biitiin besi ortamlarinda da embriyojenik kallus
ve somatik embriyo olusumu goriilmiistiir. Bu besi ortamlarinda ayrica az
sayida organogenesis olusumu da goriilmiistiir. Kullanilan BBD oranlar1
degistirilerek bu tiirde organogenesis protokolii gelistirilebilir.

e Tek bir eksplanttan 1750’nin {izerinde embriyo iiretimi saglanmustir.

e Embriyolar c¢imlenip bir iki yaprak olusturduktan sonra gelisimleri

yavaglamistir. Bu nedenle besi ortamina farkli BBD maddeler ya da
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destekleyici  besinler eklenerek biiylimeyi arttiran  protokollerin
gelistirilmesi Onerilmektedir.

Tez calismasinda yiiksek miktarlarda somatik embriyo elde edilmistir. Bu
embriyolarin klasik yar1 kat1 besi ortamlarinda kiiltiirii olduk¢ca emek
yogun bir iglemdir. Ayrica yar1 kati kiiltiir sisteminde kiiltiire alinan
eksplantlar esit sekilde ve homojen olarak besi igerigine ulasamamaktadir.
Bu sebeplerden dolayr embriyo firetiminde biyoreaktor sistemlerinin
optimize edilerek kullanilmasi 6nerilmektedir.

In vitro kosullarda elde edilen bitkiler, dis ortama basarili bir sekilde
aktarilmistir ve aktarilan bitkilerin %82.5’1 hayatta kalmistir.

Kurulan sentetik tohum denemesinde 16 farkli uygulama denenmis ancak
cimlenme saglanamamistir. Ancak yeni somatik embriyolarin olusumu
gozlenmistir. Farkli asamalardaki somatik embriyolarin kaplanarak yeni

denemelerin kurulmasi Onerilir.
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